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POVZETEK 
Dan za dnem se odpornost bakterij na klinično uporabne antibiotike povečuje in 
predstavlja eno največjih groženj za ohranjanje splošnega zdravja ljudi. Eden od načinov 
zamejevanja bakterijske odpornosti je odkrivanje novih učinkovin, ki bi imele drugačen 
mehanizem delovanja kot že uveljavljene protibakterijske učinkovine. Biosinteza 
peptidoglikana je že dolgo časa ena od pomembnejših tarč za delovanje protibakterijskih 
učinkovin, vendar so v klinični uporabi večinoma učinkovine, ki zavirajo poznejše stopnje 
biosinteze, citoplazemski del biosinteze peptidoglikana pa je kot tarča še dokaj 
neizkoriščen. 
V magistrski nalogi smo se osredotočili na sintezo potencialnih zaviralcev ligaz MurC-F, 
od ATP odvisnih encimov, ki katalizirajo pripenjanje aminokislin na glikansko verigo. 
Spojine smo načrtovali na osnovi spojine vodnice 5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-3-(1H-
tetrazol-5-il)piridina. Sintetizirali smo spojine dveh vrst: 2-aminopiridinske in 3,5-
dimetilfenolne zaviralce ligaz MurC-F. Za sintezo 2-aminopiridinskih zaviralcev ligaz Mur 
smo se odločili, ker naj bi amino skupina na piridinu prispevala k vezavi v ATP vezavno 
mesto ligaz Mur. 3,5-dimetilfenolne zaviralce ligaz Mur smo zasnovali s spreminjanjem 
tetrazolnega in furanskega dela spojine vodnice s funkcionalnimi skupinami iz spojin, ki so 
se na predhodnih testiranjih izkazale za potencialno učinkovite. 
Nobena izmed sintetiziranih spojin ni izkazala zaviralne aktivnosti. Še posebej pri 2-
aminopiridinskih spojinah se je kot velika ovira pokazala njihova zelo slaba topnost v 
večini topil, kar je tudi vplivalo na sintezo posameznih spojin. Na osnovi rezultatov bi 
lahko sklepali, da se 2-aminopiridinske spojine v ATP vezavno mesto ne vežejo na 
predpostavljen način, da izbrane funkcionalne skupine pri 3,5-dimetilfenolnih spojinah 
neugodno vplivajo na vezavo v vezavno mesto ter da se spojine s furanskim obročem v 
strukturi in spojine brez njega v vezavno mesto vežejo na različna načina. Kljub temu so 
navedena spoznanja pomembna za nadaljnji razvoj novih zaviralcev ligaz Mur, saj 
usmerjajo njihovo načrtovanje preko drugačnih modifikacij v strukturi.  
 
Ključne besede: peptidoglikan, protibakterijske učinkovine, ligaze Mur, 2-aminopiridin, 
3,5-dimetilfenol  
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ABSTRACT 
Bacterial resistance to clinically used antibiotics is growing day by day and it is thus one of 
the main threats to maintaining health and vitality of people. One of the methods of 
delimiting bacterial resistance is discovering new substances that function with a 
mechanism which differs from already established antibacterial substances. Peptidoglycan 
biosynthesis has been one of the main targets of antibacterial substances for a long time but 
the main clinically used substances still only inhibit the late stages of biosynthesis while 
the cytoplasmic part of peptidoglycan biosynthesis remains rather unused. 
In master’s thesis we focused on synthesis of potential inhibitors of ligases MurC-F, ATP 
dependent enzymes that catalyse the binding of aminoacids to glycan chain. The solutions 
have been designed on the base of the lead compound 5-(4-(furan-2-yl)-2,6-
dimethylstyryl)-3-(1H-tetrazol-5-yl)pyridine. We have synthesized two types of 
compounds: 2-aminopyridine and 3,5-dimethylphenol ligase MurC-F inhibitors. The 
decision for synthesising 2-aminopyridine ligase Mur inhibitors was made on the 
presumption that the amino group on pyridine contributes to binding to the ATP binding 
site of ligases Mur. 3,5-dimethylphenol ligase Mur inhibitors have been designed with 
altering tetrazole and furan part of the lead compound with functional groups from 
compounds that have proven potentially effective in previous testings. 
Neither of synthesised solutions displayed an inhibitory activity. Especially 2-
aminopyridine compounds showed low solubility in the majority of solvents, which has 
affected the synthesis of some compounds. Based on the results we can conclude that 2-
aminopyridine compounds do not bind in the ATP binding site as proposed and that the 
selected functional groups of 3,5-dimethylphenol compounds have a negative impact on 
binding into the binding site and that the compounds with furan functional group bind 
differentely than the ones without it. Regardless, the findings are important for the further 
development of new ligase Mur inhibitors by being differently structurally modified. 
Key words: peptidoglycan, antibacterial substances, Mur ligases, 2-aminopyridine, 3,5-
dimethylphenol  
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SEZNAM OKRAJŠAV 
ACN    acetonitril 
ADP    adenozin difosfat 
ATP    adenozin trifosfat 
C14H30Sn   tributil(etenil)stanan 
d    dublet 
dd    dublet dubleta 
DMF    N,N-dimetilformamid 
DMSO   dimetilsulfoksid 
DMSO-d6   devteriran dimetilsulfoksid  
DNA    deoksiribonukleinska kislina 
ekv.    ekvivalent 
ESI    ionizacija z razprševanjem 
Et3N    trietilamin 
EtOAc   etilacetat 
GlcNAc   N-acetilglukozamin 
gtt    kaplja 
HPLC    tekočinska kromatografija visoke zmogljivosti 
IC50    srednja inhibitorna koncetracija 
IR    infrardeča spektroskopija 
J    sklopitvena konstanta 
m    multiplet 
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M    molarna koncentracija 
MF    mobilna faza 
MS    masna spektroskopija 
MurNAc   N-acetilmuraminska kislina 
NADPH   nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NMR    jedrska magnetna resonanca 
Pd2(dba)3   tris(dibenzilidenaceton)dipaladij 
Pd(OAc)2   paladijev(II) acetat 
Pd(PPh3)4   tetrakis(trifenilfosfin)paladij 
q    kvartet 
RA    rezidualna aktivnost 
Rf    retencijski faktor 
RNA    ribonukleinska kislina 
s    singlet 
SAR    razmerje med strutkuro in delovanjem 
tRNA    prenašalna RNA  
TLC    tankoplastna kromatografija 
UDP    uridin difosfat 
UTP    uridin trifosfat 
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1. UVOD 
1.1 Protibakterijske učinkovine 
Protibakterijske učinkovine so spojine naravnega ali sinteznega izvora, ki bakterije ubijejo 
ali pa preprečijo njihovo rast. Nezavedna uporaba protibakterijskih učinkovin za 
zdravljenje opeklin in ran sega že v obdobje starega Egipta, pomembnejši mejniki 
odkrivanja protibakterijskih učinkovin pa segajo v 19. in 20. stoletje. Dva izmed njih sta 
Pasteurjeva ugotovitev, da so nekatere bakterije zmožne zavirati rast drugih ter Listerjevo 
zdravljenje poškodbe z ekstraktom Penicillium glaucum, ki naj bi zaviral rast bakterij. 
Navkljub številnim predhodnim raziskavam in ugotovitvam pa so prvo protibakterijsko 
učinkovino uspeli sintetizirati šele leta 1909. Takrat je Ehrlichu uspelo sintetizirati 
arsfenamin, učinkovino za zdravljenje sifilisa, ki so jo leta 1911 registrirali pod imenom 
Salvarsan
®
. V tridesetih letih prejšnjega stoletja je sledilo odkritje sulfonamidov, ki pa so 
jih zaradi hitrega razvoja rezistence nadomestili penicilinski antibiotiki. Leta 1928 je 
Fleming ugotovil, da gliva Penicillium notatum zavira rast bakterij iz rodu Staphylococcus 
aureus. Flemingu je hkrati tudi uspelo izolirati spojino, ki je bila odgovorna za zaviranje. 
Poimenoval jo je penicilin. Najbolj plodno obdobje v razvoju protibakterijskih učinkovin je 
bilo nedvomno med letoma 1940 in 1970, ko so odkrili več kot dvajset različnih skupin 
antibiotikov. Zadnja nova skupina učinkovin s protibakterijskim delovanjem je bila odkrita 
v 80. letih prejšnjega stoletja. Sledilo je obdobje modifikacij že znanih protibakterijskih 
učinkovin z željo po bolj učinkovitih spojinah, trenutno pa se nahajamo v obdobju 
naraščajoče odpornosti bakterij na klinično uporabne protibakterijske učinkovine in hkrati 
minimalnega razvoja novih protibakterijskih učinkovin (1, 2, 3, 4).  
1. 1. 1. Razdelitev protibakterijskih učinkovin 
Protibakterijske učinkovine razdelimo po različnih kriterijih. Glede na vrste bakterij, proti 
katerim učinkovito delujejo, jih delimo na širokospektralne in ozkospektralne 
protibakterijske učinkovine. Delimo jih tudi na baktericidne, ki bakterije ubijejo, in 
bakteriostatične, ki zavirajo rast bakterij. V več skupin jih uvrstimo tudi glede na njihovo 
kemijsko strukturo, še pomembnejša delitev pa je glede na njihov mehanizem delovanja. 
Tako jih lahko razdelimo na protibakterijske učinkovine, ki zavirajo sintezo celične stene, 
sintezo proteinov ali sintezo nukleinskih kislin, ovirajo ključne metabolne poti ali pa 
porušijo strukturo in funkcijo celične membrane (5). 
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Zaviranje sinteze celične stene: Peptidoglikan ima ključen pomen za preživetje celice, zato 
zaviranje njegove sinteze vodi v smrt bakterije. Zaviranje sinteze celične stene poteka 
preko različnih mehanizmov. Edina protibakterijska učinkovina v klinični uporabi, ki 
zavira citoplazemske stopnje biosinteze peptidoglikana, je fosfomicin, na tržišču pa še ni 
uporabne protibakterijske učinkovine, ki bi zavirala ligaze MurC-F. V to skupino sodi tudi 
D-cikloserin, ki zavira encima alanin racemazo in alanin ligazo, ki sta odgovorna za 
sintezo dipeptida D-Ala-D-Ala, ki predstavlja substrat za ligazo MurF. Večina učinkovin, 
ki zavirajo sintezo celične stene, zavira poznejše stopnje biosinteze peptidoglikana. 
Penicilini, karbapenemi in cefalosporini se vežejo na penicilin vezoče proteine in tako 
zavirajo premreženje peptidoglikana, glikopeptidi pa se vežejo na D-Ala-D-Ala del lipida 
II in tako preprečijo transglikozilacijo in transpeptidacijo peptidoglikanskih enot (5, 6).  
Zaviranje sinteze proteinov: Proteini so sestavni del bakterij, ki omogočajo metabolne in 
fiziološke procese v bakterijah in odziv na različne zunanje pogoje, zato je njihova sinteza 
bistvenega pomena za preživetje bakterij. Učinkovine s tovrstnim mehanizmom delovanja 
lahko razdelimo v dve skupini: zaviralce  podenote 50S in zaviralce podenote 30S. 
Zaviralci podenote 50S lahko zavirajo bodisi translacijo (oksazolidini) bodisi elongacijo 
proteinov (makrolidi). Zaviralci podenote 30S delujejo tako, da aminoacil-tRNA preprečijo 
dostop do ribosoma. Predstavniki te skupine so na primer streptomicin in tetraciklini, 
slednji pa lahko zavirajo tudi podenoto 50S ribosomov (5).  
Oviranje ključnih metabolnih poti: Trimetoprim in sulfonamidi so po strukturi podobni 
substratom, ki sodelujejo pri metabolizmu v bakterijski celici. Zaradi posnemanja strukture 
substrata se na encim namesto nativnega substrata veže protibakterijska učinkovina in na ta 
način ovira metabolizem. Sulfonamidi posnemajo strukturo p-aminobenzojske kisline, ki 
deluje kot prekurzor v sintezi folne kisline in tako preprečijo njeno sintezo, kar vodi v 
ovirano sintezo aminokislin in nukleinskih kislin (5).  
Porušenje strukture in funkcije celične membrane: Celična membrana predstavlja 
selektivno bariero. Določene učinkovine vplivajo na strukturo in funkcijo membrane ter 
tako spreminjajo njeno permeabilnost, zaradi česar je ogroženo preživetje bakterije. Primer 
učinkovin, ki delujejo na ta način, so polimiksini, ki se vežejo na lipopolisaharide in tako 
porušijo integriteto bakterijske celične membrane, daptamicin pa povzroči depolarizacijo 
membran in na ta način zavre sintezo makromolekul, kar vodi v lizo celice (1, 5). 
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Zaviranje sinteze nukleinskih kislin: Nekatere protibakterijske učinkovine zavirajo 
podvojevanje in transkripcijo DNA. Primer so kinoloni, ki zavirajo delovanje helikaz in 
topoizomeraz II in IV ter so obenem specifični za bakterijske encime (5).  
1. 2. Odpornost bakterij na protibakterijske učinkovine 
Odpornost bakterij na protibakterijske učinkovine se je pojavila že pred njihovim 
odkritjem. Bakterije so namreč v naravnem okolju izpostavljene številnim oviram, proti 
katerim se morajo boriti, da lahko preživijo. Med drugim se morajo za preživetje boriti tudi 
med seboj in proti drugim vrstam mikroorganizmov. V ta namen so začele nekatere 
bakterije izločati različne protibakterijske snovi, hkrati pa so tudi razvile mehanizme, s 
katerimi so postale odporne na protibakterijske snovi, obenem pa z njimi niso škodile same 
sebi. Številne bakterije so razvile mehanizme odpornosti med zdravljenjem s 
protibakterijskimi učinkovinami. Zaskrbljujoča je ugotovitev, da so bakterije sposobne 
prenašati pridobljene mehanizme odpornosti tako vertikalno na hčerinske celice kot 
horizontalno med celicami in zaradi njihovega hitrega razmnoževanja tudi hitro širiti pojav 
bakterijske odpornosti (2, 4, 7). 
1. 2. 1 Mehanizmi bakterijske odpornosti 
 Pri po Gramu negativnih bakterijah je najpogostejši vzrok za bakterijsko odpornost 
encimska inaktivacija protibakterijske učinkovine. Eden izmed celičnih encimov se 
spremeni tako, da lahko reagira s protibakterijsko učinkovino ter na ta način izniči 
njen vpliv na bakterijo. Primer takšnega mehanizma imajo β-laktamaze, ki 
hidrolizirajo β-laktamski obroč. 
 Naslednji mehanizem bakterijske odpornosti je izločanje molekul iz notranjosti 
celice preko izlivnih črpalk. Gre za proteine, ki jih bakterije aktivirajo v primeru 
vstopa protibakterijske učinkovine v celico. Takšen mehanizem je na primer 
prisoten pri bakterijah, odpornih na aminoglikozide. 
 Bakterije so sposobne tudi spreminjati prepustnost membrane in tako omejiti vstop 
protibakterijske učinkovine v notranjost celice. 
 Učinkovitost protibakterijskih učinkovin lahko bakterije zmanjšajo tudi preko 
modifikacij tarč njihovega delovanja, kar lahko negativno vpliva na njihovo vezavo 
v vezavnem mestu. Primer takšnega mehanizma odpornosti je spremenjena 
struktura celične stene in odpornost na glikopeptide, ko se peptidoglikanska veriga 
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v odpornih bakterijah namesto z D-Ala-D-Ala konča z D-Ala-D-Lac, zaradi česar 
se afiniteta za vezavo glikopeptidov izrazito zmanjša (7, 8).  
1. 2. 2. Boj proti odpornosti bakterij 
V preteklosti je veljalo prepričanje, da je za zdravljenje okužb na voljo dovolj širok in 
raznolik nabor učinkovitih protibakterijskih učinkovin, v zadnjem času pa je vedno bolj 
zaskrbljujoče dejstvo, da je tovrstnih učinkovin zaradi naraščajoče bakterijske odpornosti 
premalo. Velik del odgovornosti za nevarno širjenje odpornosti bakterij na protibakterijske 
učinkovine sloni na človekovih dejanjih. Širjenje pospešujeta nepravilna in pretirana 
uporaba protibakterijskih učinkovin tako v humani medicini kot tudi v veterinarstvu. 
Antibiotike namreč še vedno predpisujejo tudi za zdravljenje bolezenskih stanj, ki niso 
posledica okužbe z bakterijami, hkrati pa je osveščenost pacientov o pravilni uporabi 
protibakterijskih učinkovin še vedno nizka. Zaskrbljujoče je tudi dejstvo, da se vedno več 
vodilnih farmacevtskih podjetij zaradi boljšega razmerja med vložkom v razvoj zdravil in 
dobičkom usmerja v razvoj zdravil za zdravljenje kroničnih bolezni. Bistvenega pomena za 
učinkovito borbo proti bakterijskim okužbam v prihodnosti pa je ravno razvoj novih 
protibakterijskih učinkovin, ki bi imele drugačen mehanizem delovanja kot že uveljavljene 
učinkovine. Bakterijski odpornosti se lahko zoperstavimo tudi z uporabo kombinacij 
različnih učinkovin ali kombinacij protibakterijske učinkovine in adjuvantov. To so 
učinkovine, ki nimajo protibakterijske aktivnosti ali pa je ta minimalna. Protibakterijski 
učinkovini pomagajo bodisi z zaviranjem mehanizma odpornosti bodisi s povečanjem 
protibakterijske aktivnosti učinkovine. Poznani adjuvanti protibakterijskih učinkovin so 
zaviralci β-laktamaz, zaviralci izlivnih črpalk ter permeabilizatorji zunanje membrane. Vse 
pogostejše so tudi raziskave bakterijske patogenosti. Bakterije z zmanjšano zmožnostjo 
razvoja bolezni bi namreč človekov imunski sistem oz. protibakterijske učinkovine lažje 
odstranili. Potencialne učinkovine, ki bi zmanjšale virulenco bakterij, še niso prišle v fazo 
kliničnih raziskav, a veliko obetajo (7, 8).  
1. 3. Bakterije in bakterijska celična stena 
Bakterije so preprosti enocelični mikroorganizmi različnih oblik, ki nimajo jedra in spadajo 
med prokarionte. Z barvanjem po Gramu lahko bakterije ločimo na po Gramu negativne in 
po Gramu pozitivne. Osnova te metode je barvanje bakterij z metilvijoličnim barvilom, 
nato fiksacija z jodovo raztopino ter spiranje barvila z zmesjo alkohola in acetona. 
Bakterije, ki se pri tem procesu obarvajo modro, uvrščamo med po Gramu pozitivne 
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bakterije. Tiste bakterije, ki se po spiranju z alkoholom razbarvajo, barvamo še z barvilom 
safranin in obarvajo se rožnato. Takšne bakterije uvrščamo med po Gramu negativne 
bakterije. Razlog za različno obarvanje bakterij je v različni zgradbi celične stene, debelini 
peptidoglikanske plasti ter prisotnosti zunanje membrane (slika 1). Po Gramu negativne 
bakterije imajo poleg citoplazemske membrane v svoji strukturi še zunanjo membrano. 
Njihova celična stena je po sestavi kompleksna in razmeroma ohranjena med različnimi 
bakterijskimi vrstami. Zgrajena je iz približno 10 % peptidoglikana, večji del pa zajemajo 
lipopolisaharidi in lipoproteini. Celična stena po Gramu pozitivnih bakterij je debelejša in 
zgrajena iz bolj premreženega peptidoglikana. Njena struktura se med različnimi 
bakterijskimi vrstami zelo razlikuje. Večji del je zgrajen iz peptidoglikana (30-70 %), 
vsebuje pa tudi polisaharide in teihojske kisline. Te bakterije ne vsebujejo zunanje 
membrane in zato ostanejo obarvane tudi po spiranju z alkoholom (4, 9).  
Osnovni gradnik celične stene, ki je prisoten tako pri po Gramu pozitivnih kot negativnih 
bakterijah, je peptidoglikan. Celična stena kot celota daje celici obliko, uravnava 
spremembe osmotskega tlaka, povezuje notranjost celice z zunanjim okoljem in tako 
omogoča prenos molekul in signalov ter jo zavaruje pred škodljivimi snovmi. Ohranjanje 
strukture celične stene bakterij je ključnega pomena, saj njeno porušenje vodi v lizo celice 
(9).  
 
Slika 1: Zgradba celične stene pri po Gramu negativnih in po Gramu pozitivnih bakterijah, 
prirejeno po (10). 
1. 4. Zgradba peptidoglikana 
Že samo ime peptidoglikan razkriva njegovo zgradbo, saj gre za heteropolimer, ki je 
zgrajen iz dolgih linearnih glikanskih verig, ki so premrežene s krajšimi peptidnimi 
verigami. Glikan je zgrajen iz izmenjujočih se molekul N-acetilglukozamina (GlcNAc) ter 
N-acetilmuraminske kisline (MurNAc), ki so med seboj povezane z β-1,4-glikozidnimi 
vezmi. MurNAc je preko D-laktilne skupine povezana s peptidno verigo z zaporedjem 
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aminokislin L-Ala-D-Glu-diaminokislina-D-Ala-D-Ala. D-Ala skupina na mestu 5 je v 
zrelem peptidoglikanu navadno izgubljena. Diaminokislina na mestu 3 je lahko 2,6-
diaminopimelična kislina (mezo-A2pm), ki je značilna za po Gramu negativne bakterije, ali 
pa L-Lys (9, 11).  
Povezava med glikansko in peptidno verigo poteka med D-laktilno skupino na MurNAc in 
N-terminalno aminokislino v peptidni verigi. Večinoma je to L-Ala, pri nekaterih 
bakterijah pa Gly oz. L-Ser. Na drugem mestu v peptidni verigi se nahaja D-Glu, ki se 
preko γ-karboksilne skupine poveže z diaminokislino na mestu 3, α-karboksilna skupina pa 
je bodisi prosta bodisi substituirana. Diaminokislina je lahko 2,6-diaminopimelična kislina 
(mezo-A2pm), ki je značilna za po Gramu negativne bakterije ali pa L-Lys pri večini po 
Gramu pozitivnih bakterij. Mezo-A2pm je nato preko amino skupine povezana z D-Ala. Ta 
je lahko povezan še z eno molekulo D-Ala, pri bakterijskih sevih, ki so odporni na 
vankomicin, pa sta na mestu 5 vezana D-Lac ali D-Ser (slika 2) (9, 11, 12).  
Posamezne glikanske verige so med seboj povezane s krajšimi peptidnimi verigami. 
Možne so tri povezave. Najpogostejša je prečna povezava 3-4, ko sta povezani amino 
skupina iz aminokisline na mestu 3 v eni peptidni verigi in karboksilna skupina iz D-Ala 
na mestu 4 v drugi peptidni verigi. Redkejši sta prečna povezava 2-4, ko se z D-Ala na 
mestu 4 poveže D-Glu na mestu 2 iz druge peptidne verige, ter povezava 3-3, ko kot acil 
donor deluje karboksilna skupina aminokisline na mestu 3. Povezave so lahko direktne ali 
pa potekajo preko interpeptidnega mostu, ki je sestavljen iz enega do sedmih 
aminokislinskih ostankov. Peptidna mreža je tudi osnova za kovalentno pritrjevanje 
proteinov na peptidoglikan (9, 11).  
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Slika 2: Zgradba peptidoglikana, prirejeno po (10). 
1. 5. Biosinteza peptidoglikana 
Biosinteza peptidoglikana poteka najprej v citoplazmi, nato pa se preseli na zunanjo stran 
membrane celice. V grobem jo razdelimo na tri dele: nastanek UDP-GlcNAc in UDP-
MurNAc, adicijo kratke peptidne verige na UDP-MurNAc ter transport nastale molekule 
čez citoplazemsko membrano in njena vključitev v nastajajoč peptidoglikan. 
Sinteza UDP-GlcNAc in UDP-MurNAc: Glikanska veriga je zgrajena iz izmenjujočih se 
molekul GlcNAc in MurNAC. Molekula GlcNAc nastane s pomočjo treh encimov. Prva je 
glukozamin-6-fosfat sintaza (GlmS), ki katalizira pretvorbo fruktoze-6-fosfata v 
glukozamin-6-fosfat. Naslednja sodeluje fosfoglukozamin mutaza (GlmM), ki omogoča 
pretvorbo glukozamin-6-fosfata v glukozamin-1-fosfat in obratno. Kot tretji encim 
sodeluje glukozamin-1-fosfat acetiltransferaza in N-acetilglukozamin-1-fosfat 
uridiltransferaza (GlmU), ki katalizira dve reakciji. GlmU najprej katalizira prenos acetilne 
skupine iz acetil-CoA na glukozamin-1-fosfat, nato pa ob prisotnosti Mg
2+
 še reakcijo med 
nastalim GlcNAc-1-fosfatom ter UTP, pri čemer nastaneta pirofosfat ter UDP-GlcNAc 
(slika 3) (12). 
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Slika 3: Reakcijska shema sinteze UDP-GlcNAc, prirejeno po (12). 
Molekula UDP-MurNAc nastane s pomočjo encimov UDP-N-acetilglukozamin enopiruvil 
transferaze (MurA) in UDP-N-acetilpiruvil-glukozamin reduktaze (MurB). MurA 
katalizira reakcijo med fosfoenolpiruvatom (PEP) in UDP-GlcNAc, v kateri se na 
hidroksilno skupino na mestu 3 v molekuli UDP-GlcNAc prenese enolpiruvat, izstopi pa 
fosfat. V naslednji stopnji sinteze poteče z NADPH redukcija enolpiruvata do laktata, ki jo 
katalizira MurB in nastane UDP-MurNAc (slika 4) (12, 13).  
 
Slika 4: Reakcijska shema sinteze UDP-MurNAc, prirejeno po (12). 
Adicija kratke peptidne verige na UDPMurNAc: Na nastalo molekulo UDPMurNAc se 
nato postopoma pritrjujejo posamezne aminokisline, kar katalizirajo od ATP odvisne 
ligaze MurC-F. Vse štiri reakcije pripenjanja aminokislin delujejo po enakem reakcijskem 
mehanizmu, pri čemer izkoriščajo energijo fosfatne vezi. Na prost encim se najprej v svoje 
vezavno mesto vežeta ATP in UDP-substrat. Sledi aktivacija karboksilne skupine na UDP 
prekurzorju z ATP, pri čemer nastane acil fosfatni intermediat, izstopa pa ADP. Pri reakciji 
sodelujeta dva Mg
2+
 iona, ki povežeta negativno nabite skupine na ATP in nukleotidni 
substrat ter tako olajšata potek reakcije. V naslednjem koraku poteče nukleofilna 
substitucija Sn2. Aminokislina, ki vstopa v reakcijo, napade acil fosfatni intermediat, pri 
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čemer se tvorita peptidna vez in tetraedrični intermediat, ki nato razpade na podaljšan 
peptid in fosfat (Pi) (slika 5) (12, 14).  
 
Slika 5: Mehanizem reakcije ligaz Mur, prirejeno po (14). 
Na laktilno skupino molekule UDPMurNAc se najprej pripne L-Ala, kar katalizira encim 
MurC. MurD nato katalizira adicijo D-Glu na nastalo molekulo. V naslednjem koraku se 
pripne diamino kislina, kar katalizira MurE. Pri večini po Gramu negativnih bakterij, 
mikobakterijah ter bacilih se tako pripne mezo-A2pm, pri večini po Gramu pozitivnih 
bakterij pa L-Lys. Aminokislini na mestih 4 in 5 se v novonastalo peptidno verigo pripneta 
kot dipeptid, kar katalizira MurF. Večinoma gre za dipeptid D-Ala-D-Ala, nastanek 
katerega katalizira encim D-alanil-D-alanin ligaza Ddl, racemizacijo L-Ala v osnovni 
gradnik D-Ala pa katalizira alanin racemaza Alr. Nastane molekula UDP-MurNAc-
pentapeptid (slika 6) (11, 12).  
 
Slika 6: Reakcijska shema sinteze UDP-MurNAc-pentapeptida, prirejeno po (12). 
3. Transport nastale molekule čez citoplazemsko membrano in njena vključitev v 
nastajajoči peptidoglikan: Nadaljnji koraki sinteze peptidoglikana potekajo na membrani. 
UDP-MurNAc-pentapeptid se veže na membransko lipidno prenašalno molekulo 
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undekaprenil fosfat, kar katalizira membranski protein MraY. Nastane undekaprenil-
pirofosforil-MurNAc-pentapeptid, ki ga imenujemo lipid I. Glikoziltransferaza MurG nato 
katalizira prenos GlcNAc na lipid I, pri čemer nastane lipid II. Takšna molekula se nato s 
pomočjo flipaz prenese preko membrane in se z reakcijami transglikozilacije in 
transpeptidacije ob pomoči penicilin vezočih proteinov z visoko molekulsko maso vgradi v 
nastajajočo verigo peptidoglikana. Med procesom transglikozilacije se MurNAc iz lipida II 
z β-1,4-vezmi poveže z GlcNAc iz že obstoječe verige peptidoglikana ter se odcepi od 
lipidnega prenašalca. Undekaprenol difosfat je tako prost, zato se z encimom UppP 
regenerira do undekaprenol fosfata. Nazadnje poteče še transpeptidacija, s katero se preko 
peptidnih verig premrežijo sosednje verige peptidoglikana. S kovalentno vezjo se povežeta 
karbonilna skupina iz D-Ala na mestu 4 v eni pentapeptidni verigi ter prosta amino skupina 
iz diamino kisline na mestu 3 v drugi. Povezava je lahko direktna ali pa preko krajšega 
peptidnega mostu. Ob tem se iz peptidne verige sprosti terminalni D-Ala (13, 15).  
1. 6. Ligaze MurC-F 
Ligaze MurC-F so citoplazemski encimi, ki katalizirajo pripenjanje ustreznih aminokislin 
na UDP-substrat, pri čemer nastane peptidna vez. Za svoje delovanje potrebujejo ATP. Vsi 
štirje encimi si delijo enak katalitični mehanizem ter so si sorodni po strukturi, zato tudi 
predstavljajo mikavne tarče za razvoj novih protibakterijskih učinkovin, ki bi delovale na 
več tarč hkrati (12).  
1. 6. 1. Tvorba aktivnega mesta 
Prost encim Mur je v odprti obliki, za njegovo aktivnost pa se mora njegova konformacija 
med vezavo ustreznih substratov spremeniti v zaprto obliko, kar sproži vezava ATP na 
encim. Pri tem se C-terminalna domena prenese v ospredje, lizinski in histidinski ostanek 
pa usmerita nukleotidni substrat v njegovo vezavno mesto. Ko sta skupaj z ATP ustrezno 
nameščena v svojih vezavnih mestih, C-terminalna domena ponovno spremeni svojo 
konformacijo in tej obliki rečemo zaprta oblika encima. Ker so pri ligazah MurE in MurF 
nukleotidni substrati daljši, je tudi spreminjanje konformacije izrazitejše, saj na ta način 
nastane širša reža med domenami. Ko je encim v zaprti obliki, sta molekula ATP in 
nukleotidni substrat bližje in pravilno nameščena za nastanek acil-fosfatnega intermediata. 
To omogoči orientacijo aminokisline za nukleofilni napad in stabilizacijo intermediata, kar 
vodi v zmanjšano aktivacijsko energijo in pospešeno katalizo (14).  
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1. 6. 2. Centralna domena 
Ligaze MurC-F so sestavljene iz treh domen: N-terminalne domene, v katero se veže 
nukleotidni substrat, centralne domene, v katero se veže ATP ter C-terminalne domene, ki 
predstavlja vezavno mesto za vstopajoče aminokisline. Najmanj razlik v strukturi ligaz 
Mur je v ATP vezavni domeni. Centralna domena ligaz MurD-F je zgrajena iz šestverižne, 
pri ligazah MurC pa iz sedemverižne paralelne β-ploskve, ki jo obdajajo α-vijačnice. Pri 
MurC so štiri, pri MurD in MurE jih je sedem, pri MurF pa osem. Vse skupaj obdaja še 
manjša antiparalelna triverižna β-ploskev (14).  
Molekula ATP tvori s svojim vezavnim mestom več interakcij. Vodikovi vezi povežeta 
šesti in sedmi dušikov atom adeninskega obroča s karboksamidno skupino asparaginskega 
ostanka, ribozni del molekule se preko hidroksilnih skupin poveže z Asn oz. Glu ostanki, 
fosfatne skupine pa se povežejo z ostanki iz P-zanke (Gly-Lys-Thr/Ser-Thr) (16).  
1. 7. Zaviralci ligaz Mur 
Ligaze MurC-F so kot tarče protibakterijskih učinkovin obetavne in dokaj neizkoriščene 
tarče. Njihovo raziskovanje je smiselno zaradi več razlogov: 
 njihovo nemoteno delovanje je nujno potrebno za preživetje celice, 
 prisotne so samo v bakterijah, kar omogoča njihovo selektivnost, 
 poznane so njihove strukture, kar omogoča načrtovanje potencialnih učinkovin z 
različnimi računalniškimi metodami, 
 testi za odkrivanje kompleksnih substratov in njihovih biokemijskih lastnosti so lahko 
dostopni.  
Poleg naštetega so si ligaze MurC-F sorodne po strukturi in imajo enak mehanizem 
delovanja, kar predstavlja potencial za načrtovanje multiplih zaviralcev, ki bi zavirali 
delovanje vsaj dveh oz. vseh štirih encimov hkrati. Na ta način bi lahko upočasnili razvoj 
odpornosti bakterij na te učinkovine, saj bi morale bakterije razviti mehanizme odpornosti 
na več mestih hkrati in bi tako obenem tudi povečali terapevtsko učinkovitost 
protibakterijskih učinkovin. 
Možnih je več različnih mehanizmov zaviranja ligaz Mur: 
 preprečevanje vezave nukleotidnih substratov,  
 zaviranje katalitičnega mehanizma encima, 
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 spreminjanje konformacije in zadrževanje encima v neaktivnem stanju, kar 
substratom prepreči dostop do njihovih vezavnih mest, 
 zaviranje vezave molekule ATP v vezavno mesto. 
Zaviranje vezave ATP v vezavno mesto ima kot tarča multiplih zaviralcev ligaz Mur velik 
potencial, saj so si ta vezavna mesta različnih Mur encimov strukturno najbolj podobna, 
poleg tega pa niso podobna vezavnim mestom človeških od ATP odvisnih encimov (14).  
1. 7. 1 Multipli zaviralci ligaz MurC-F 
Encima MurC in MurD imata izredno podoben način vezave UDP-substrata, enako velja 
tudi za encima MurE in MurF. Ta podobnost nakazuje možnost razvoja zaviralcev ligaz 
Mur, ki bi hkrati delovali na dva različna encima. Primer dvojnega zaviralca so N-
benzilidensulfonohidrazini, ki zavirajo tako MurC kot MurD, vendar pa je njihova slabost 
nespecifična vezava na goveji serumski albumin ter agregacija. Ligazi MurD in MurE 
zavirajo dvojni zaviralci na osnovi benzen-1,3-dikarboksilne kisline. Pomembni dvojni 
zaviralci MurD in MurE na osnovi glutaminske kisline so tudi benziliden-2,4-tiazolidin-
dioni in 2-tioksotazolidin-4-oni, ki so jim izboljšali zaviralno aktivnost z drugačno 
substitucijo aromatskih obročev (slika 8). Feglimicin naj bi reverzibilno zaviral tako MurA 
kot MurC, vendar so na podlagi rezultatov analiz protibakterijske aktivnosti ugotovili, da 
ni aktiven proti E. coli, kar so pripisali težavni difuziji molekule čez zunanjo membrano 
bakterije (14, 17) (slika 7).  
Primer učinkovine, ki zavira ligaze MurC-F, so trihidroksibenzilidentiazolidin-4-oni. 
Ligaze MurB-D iz S. aureus zavirajo 2-fenil-5,6-dihidro-2H-tieno[3,2-c]pirazol-3-oli, ki 
sicer izkazujejo obetavno protibakterijsko aktivnost, vendar se hkrati tudi nespecifično 
vežejo na goveji serumski albumin, kar zmanjšuje njihov potencial. Med multiple zaviralce 
lahko uvrstimo tudi pulvinonske derivate, ki so izkazali zaviralno aktivnost proti MurA-D, 
še posebej za MurC, naftiltetronske kisline, ki zavirajo delovanje MurA-E ter fosforilirane 
hidroksietilamine, ki zavirajo MurC-F (slika 8) (12, 17). 
 
Slika 7: Struktura feglimicina. 
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Slika 8: Primeri multiplih zaviralcev ligaz Mur, prirejeno po (17).  
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2. NAČRT DELA 
Sintezni načrt smo si zastavili v dveh delih. Prvi del je zajemal sintezo 2-aminopiridinskih 
zaviralcev ligaz Mur, drugi del pa sintezo 3,5-dimetilfenolnih zaviralcev ligaz Mur (slika 
11). Spojina vodnica za oba dela je 5-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-3-(1H-tetrazol-5-
il)piridin, ki smo jo izbrali na podlagi rezultatov merjenja zaviralne aktivnosti spojin iz 
knjižnice zaviralcev kinaz na encimih Mur C-F in sidranja v ATP vezavno mesto ligaz 
Mur. Izbrano spojino so na predhodnih bioloških testiranjih na Fakulteti za farmacijo 
ovrednotili kot dober zaviralec ligaz Mur (slika 9). 
 
Slika 9: Struktura in IC50 vrednosti spojine vodnice. 
Potencialne zaviralce ligaz Mur smo načrtovali na osnovi knjižnice zaviralcev kinaz. 
Večina testiranih zaviralcev kinaz vsaj deloma posnema interakcije med molekulo ATP in 
vezavnim mestom in s svojo vezavo v ATP vezavno mesto vsaj ene od kinaz zavira 
njihovo delovanje. Zaradi tega smo predpostavili, da bi se načrtovani zaviralci ligaz Mur, 
ki so ravno tako od ATP odvisni encimi, v vezavno mesto vezali na podoben način. Na 
podlagi sidranja molekul v ATP vezavno mesto ligaze MurF smo se odločili za sintezo 2-
aminopiridinskih derivatov spojine vodnice. Predpostavili smo, da bi se dodana amino 
skupina na piridinu lahko vezala v ATP vezavno mesto na enako mesto kot amino skupina 
iz adenina v molekuli ATP. Pri tem nam je bil v pomoč računalniški program Gameplan 
programskega paketa Openeye, ki je dodatno potrdil pravilnost naše hipoteze (slika 10) 
(18). Cilj tega dela sinteze je na podlagi rezultatov bioloških testiranj ovrednotiti, ali 
dodana amino skupina na piridinu res pripomore k vezavi v ATP vezavno mesto ligaz Mur.  
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Slika 10: Primerjava vezave ADP in piridinskega zaviralca ligaze MurF v ATP vezavno 
mesto MurF iz Thermotoga maritima. Z vijolično barvo je prikazana napoved 
računalniškega programa Gameplan, da bo prisotnost polarne funkcionalne skupine na 
mestu 2 piridinskega obroča v zaviralcu povečala interakcije spojine z aktivnim mestom 
encima. 
 
Drugi del sinteznega načrta zajema sintezo 3,5-dimetilfenolnih zaviralcev ligaz Mur. 
Spojino vodnico bomo modificirali na tetrazolnem in furanskem delu. Pri izbiri novih 
funkcionalnih skupin smo upoštevali rezultate predhodnih bioloških testiranj, na katerih se 
je izkazalo, da furan ni bistven za vezavo v aktivno mesto, in da ga lahko nadomestimo s 
hidroksilno ali metoksi funkcionalno skupino, na mestu tetrazola pa se je kot najbolj 
ugoden izkazal amid. Ker je bila spojina vodnica do sedaj modificirana bodisi na 
furanskem bodisi na tetrazolnem delu, smo se odločili, da bomo sintetizirali spojine, ki 
bodo hkrati modificirane na obeh delih. Namesto furana bomo vključili hidroksilno 
skupino, tetrazol pa bomo zamenjali z različnimi funkcionalnimi skupinami. Na ta način 
smo želeli ovrednotiti, ali je SAR, ki smo ga naredili za furanske derivate, prenosljiv tudi 
na fenolne derivate. 
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Slika 11: Shema načrta dela. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Materiali 
Za eksperimentalni del magistrske naloge smo uporabili kemikalije podjetij Sigma-
Aldrich, Merck, Fluka, Acros Organics in Kemika. Pri reakcijah smo vedno uporabljali 
prečiščeno vodo. 
3.2. Laboratorijska oprema 
Za eksperimentalno delo smo potrebovali osnovni laboratorijski inventar (steklovina, 
spatule, žličke ...), rotavapor znake Buchi, tehtnico in analitsko tehtnico znamke Mettler 
Toledo, magnetna mešala in membransko vakuumsko črpalko znamke Vacuubrand. 
3.3. Računalniški programi 
Reakcijske sheme smo narisali s programom ChemDraw Professional 16.0 podjetja Perkin 
Elmer. NMR spektre smo analizirali s programom NMR notebook, ki ga je razvilo podjetje 
NMRTEC. Slike in reakcijske sheme smo obdelali s programom Adobe illustrator podjetja 
Adobe, shemo ATP vezavnega mesta pa smo oblikovali s programom Pymol. Prvi 
zaviralec smo sidrali v aktivno mesto ligaze MurF (pdb koda: 3ZL8) s programom Hybrid 
programskega paketa Openeye. Analizo fizikalno-kemijskih značilnosti aktivnega mesta 
smo naredili s programom Gameplan programskega paketa Openeye. 
3.4. Metode 
3.4.1. Kromatografske metode 
 TLC (tankoplastna kromatografija): Metode TLC smo se posluževali za 
spremljanje poteka reakcij ter izolacije in čiščenja produktov. Uporabili smo 
Merckove plošče Silica gel 60 F254 z 0,2 mm debelo plastjo silikagela na 
aluminijevem nosilcu in dodanim fluorescenčnim indikatorjem. Kot mobilno fazo 
smo uporabili različne kombinacije topil, ki so zapisane pri vsaki reakciji posebej. 
Spojine smo detektirali z UV svetilko pri λ = 254 nm  oz. λ = 360 nm ter z uporabo 
orositvenih reagentov KMnO4, ninhidrin, bromkrezol modro in FeCl3. 
 Kolonska kromatografija: To metodo smo uporabljali za čiščenje produktov. 
Stacionarna faza je bila vedno enaka, uporabili smo Merckov silikagel 60 z delci 
velikosti 0,04-0,063 mm. Kot mobilno fazo smo uporabili različne kombinacije 
topil, ki so zapisane pri vsaki reakciji posebej. 
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 Reverznofazna kolonska kromatografija: Uporabili smo napravo Biotage IsoleraTM 
Prime z UV detektorjem (λ = 250 nm) in kolono Biotage® SNAP Ultra C18 z 
velikostjo delcev 25 µm. 
 HPLC (tekočinska kromatografija visoke ločljivosti): Uporabili smo napravo 
HPLC Dionex UltiMate 3000. 
3.4.2. Spektroskopske metode 
 NMR (jedrska magnetna resonanca): NMR spektre smo posneli z NMR 
spektrofotometrom znamke BRUKER AVANCE III 400 MHz. Snemali smo pri 
295 K ter 400 MHz. Kot interni standard smo uporabili tetrametilsilan (TMS), 
vzorce pa smo raztopili v devteriranem dimetilsulfoksidu DMSO-d6. 
 IR (Infrardeča spektroskopija): IR spektre smo snemali z napravo Perkin Elmer 
1600 FT-IR, Spectrum BX z ATR tehniko (tehnika oslabljene popolne odbojnosti). 
 MS (masna spektrometrija): Masne spektre smo snemali na napravi Advion 
Expression CMS (Advion) in  Thermo Scientific Q EXACTIVE PLUS s tehniko 
ESI (ionizacija z razprševanjem v električnem polju). 
3.4.3. Tališče 
Tališča smo merili s Kofflerejevim mikroskopom z grelno mizico Leica. 
3.4.4. Biološka testiranja 
Spojine, ki smo jih sintetizirali, smo ovrednotili s testom z barvilom malahit zeleno in tako 
določili njihovo zaviralno aktivnost na encimih MurC-F za spojini 3 in 6, za spojine 10, 11 
in 12 pa samo na encimu MurD. Test temelji na spektrofotometrični kvantifikaciji 
kompleksa med fosfatom in barvilom malahit zeleno pri valovni dolžini 650 nm. Molekula 
ATP med nastankom vezi med UDP-substratom in aminokislino, ki vstopa v reakcijo, 
hidrolizira na molekulo ADP in fosfat. Glede na količino prostega anorganskega fosfata 
lahko opredelimo katalitično aktivnost encimov Mur. Ko v vzorec dodamo zaviralec ligaz 
Mur, se katalitična aktivnost encima zmanjša, zato se sprosti manjša količina anorganskega 
fosfata in absorbanca je manjša. Rezultati so podani v odstotkih z rezidualno aktivnostjo 
(RA), ki označuje razmerje med aktivnostjo encima v prisotnosti in odsotnosti zaviralca. 
 MurC: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 5 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 120 µM 
L-Ala, 120 µM UDP-MurNAc, 450 µM ATP, očiščen MurC in 100 µM 
sintetiziranih spojin v DMSO. 
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 MurD: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 5 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 100 µM 
D-Glu, 80 µM UDP-MurNAc-L-Ala, 400 µM ATP, očiščen MurD in 100 µM 
sintetiziranih spojin v DMSO. 
 MurE: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 15 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 60 µM 
mDAP, 100 µM UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu, 1000 µM ATP, očiščen MurE in 100 
µM sintetiziranih spojin v DMSO. 
 MurF: pufer 50 mM Hepes, pH 8.0, 50 mM MgCl2, 0.005 % Triton X-114, 600 µM 
D-Ala-D-Ala, 100 µM UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-mDAP, 500 µM ATP, očiščen 
MurF in 100 µM sintetiziranih spojin v DMSO (19). 
 
Vse meritve in analize smo izvedli na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani.  
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4. EKSPERIMENTALNO DELO 
4. 1. Sintezni postopki uspelih reakcij 
4. 1. 1 Sinteza 2-amino-3-bromo-5-cianopiridina (1) 
 
6-aminonikotino nitril (1) (1,00 g; 8,39 mmol; 1,00 ekv.) smo raztopili v ledocetni kislini 
(15 mL) in pri sobni temperaturi dodali natrijev acetat (689 mg; 8,39 mmol; 1,00 ekv.). 
Zmesi smo nato dodali brom (0,433 mL; 8,39 mmol; 1,00 ekv.), po 10 minutah pa še 3 mL 
ledocetne kisline. Reakcijsko zmes smo 2 uri mešali pri sobni temperaturi. Potek reakcije 
smo spremljali s TLC. V bučko smo postopoma dodajali približno 50 mL hladne 
destilirane vode. Oborjen produkt smo odnučali in čez noč sušili v eksikatorju. Izolirali 
smo 1,447 g produkta. 
2-amino-3-bromo-5-cianopiridin 
IZGLED  svetlozelen prah 
MOLSKA MASA 198,02 g/mol 
IZKORISTEK REAKCIJE 87,2 % 
Rf 0,59  
MF: CH2Cl2 : MeOH = 20 : 1 
orositveni reagent: ninhidrin 
TALIŠČE 195,1–196,1 °C 
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4. 1. 2 Sinteza 2-amino-3-vinil-5-cianopiridina (2) 
 
Spojino 1 (1,30 g, 6,57 mmol, 1,00 ekv.) smo raztopili v DMF (10 mL), dodali LiCl (334 
mg, 7,88 mmol, 1,20 ekv.) ter reakcijsko zmes prepihovali z argonom. Po 10 minutah smo 
dodali Pd(PPh3)4 (228 mg, 0,197 mmol, 0,03 ekv.) ter nadaljevali s prepihovanjem. Po 20 
minutah smo dodali C14H30Sn (2,29 mL, 7,88 mmol, 1,20 ekv.) in reakcijsko zmes v 
argonovi atmosferi ob mešanju segrevali na oljni kopeli pri 80 °C. Po 4 urah smo s TLC 
potrdili, da je reakcija potekla. Reakcijsko zmes smo ohladili na sobno temperaturo ter ji 
dodali nasičeno raztopino KF (20 mL). Nastalo oborino smo odnučali tako, da smo na filter 
papir na nuči nanesli plast pomožne filtrirne snovi (celita), na vrh pa položili kos vate. 
Oborino na nuči smo spirali z vodo in nato še z etilacetatom. Matičnico smo nato z lijem 
ločnikom ločili  na organsko in vodno fazo. Oborino na nuči smo ponovno spirali z EtOAc, 
matičnico pa dodali k vodni fazi v liju ločniku in ponovno ločili fazi. Ker je bilo nekaj 
produkta še vedno v vodni fazi, smo jo še enkrat spirali z EtOAc. Organske faze smo nato 
združili ter jih spirali z nasičeno raztopino NaCl (20 mL), sušili z brezvodnim Na2SO4, le 
tega odstranili s filtracijo ter filtratu pod znižanim tlakom uparili topilo. TLC oborine z 
nuče je pokazal, da je bil v njej še vedno produkt, zato smo oborino kar skupaj s celitom in 
vato prestavili v bučko, dodali CH2Cl2 (50 mL) in bučko 20 minut pustili na ultrazvoku. 
Oborino smo odnučali, matičnico pa sušili z brezvodnim Na2SO4, filtrirali, prelili v bučko s 
produktom, ki smo mu prej uparili EtOAc in odstranili topilo pod znižanim tlakom. 
Produkt smo nato čistili s kolonsko kromatografijo (MF = CH2Cl2 : MeOH = 30 : 1). 
Posebej smo združili nečiste ter čiste frakcije in jim pod znižanim tlakom odstranili topilo. 
V bučko s čisto frakcijo smo nato dodali CH2Cl2 (30 mL), raztopili produkt s pomočjo 
ultrazvoka in izvedli kristalizacijo iz CH2Cl2. Topilo smo pod znižanim tlakom uparili do 
bolj koncentrirane raztopine in zmes postopoma ohladili. Oborjen produkt smo odnučali in 
spirali z ohlajenim CH2Cl2. Dobili smo 0,145 g svetlo rumenooranžnih kristalov. Matičnici 
smo uparili topilo in dobili še 0,435 g produkta. Masa nečistega produkta je bila 0,442 g. 
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2-amino-3-vinil-5-cianopiridin 
IZGLED  svetlo rumenooranžni kristali 
MOLSKA MASA 145,16 g/mol 
IZKORISTEK REAKCIJE 60,8 % 
Rf 0,36 
MF: CH2Cl2 : MeOH = 20 : 1 
TALIŠČE 144,2–146,5 °C 
 
4. 1. 3 Sinteza 2-amino-3-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-5-cianopiridina (3) 
 
Reakcijo smo nastavili posebej z nečisto spojino 2 in posebej s čisto spojino 2. 
ČISTA SPOJINA 2: V bučko smo zatehtali spojino 2 (435 mg, 3,00 mmol, 1,00 ekv.), 
tri(o-tolil)fosfin (91 mg, 0,30 mmol, 0,10 ekv.) in 5-bromo-2-jodo-1,3-dimetilbenzen (1,12 
g, 3,60 mmol, 1,20 ekv.), jih raztopili v DMF (13 mL) in dodali še Et3N (835 μL, 6,00 
mmol, 2,00 ekv.). Reakcijsko zmes smo 15 minut prepihovali z argonom in nato dodali še 
Pd2(dba)3 (274 mg; 0,300 mmol; 0,10 ekv.). Bučko z reakcijsko zmesjo smo postavili na 
oljno kopel in čez noč pustili mešati pri 100 °C.  
NEČISTA SPOJINA 2: V bučko smo zatehtali nečisto spojino 2 (442 mg; 3,04 mmol; 1,00 
ekv.) tri(o-tolil)fosfin (93 mg; 0,304 mmol; 0,10 ekv.) in 5-bromo-2-jodo-1,3-
dimetilbenzen (1,14 g; 3,65 mmol; 1,20 ekv.), jih raztopili v DMF (13 mL) in dodali še 
Et3N (849 μL, 6,09 mmol, 2,00 ekv.). Reakcijsko zmes smo 15 minut prepihovali z 
argonom in nato dodali še Pd2(dba)3 (279 mg; 0,304 mmol; 0,10 ekv.). Bučko z reakcijsko 
zmesjo smo postavili na oljno kopel in čez noč pustili mešati pri 100 °C. 
IZOLACIJA: Topilo reakcijskih zmesi smo uparili pod znižanim tlakom. Produkt iz 
reakcijske zmesi s čisto spojino 2 smo kristalizirali iz metanola in ga odnučali. Dobili smo 
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692 mg produkta. Matičnici smo uparili topilo do bolj koncentrirane raztopine in jo tri dni 
pustili v hladilniku. Nastala je oborina, prilepljena na steno bučke. Topilo smo 
oddekantirali v drugo bučko, produkt pa posušili na zraku. V bučko z oddekantiranim 
topilom smo dodali še reakcijsko zmes z nečisto spojino 2. Produkt smo kristalizirali iz 
metanola in zmes postopoma ohladili ter čez noč pustili v zmrzovalniku. Oborjen produkt 
smo odnučali in spirali z metanolom. Glede na rezultate 
1
H NMR analize je bil produkt 
nečist, zato smo ga čistili še s kolonsko kromatografijo. Za pripravo kolone smo kot MF 
uporabili CH2Cl2 : MeOH = 50 : 1, po nanosu vzorca na kolono smo uporabili CH2Cl2 : 
MeOH = 40 : 1, kasneje pa še CH2Cl2 : MeOH = 20 : 1. Vzorec smo nanesli kar v suhi 
obliki. Produkt se je nahajal v dveh frakcijah. Obema frakcijama smo uparili topilo do bolj 
koncentrirane raztopine, izvedli prekristalizacijo iz CH2Cl2 in ju čez noč pustili v 
zmrzovalniku. Naslednji dan smo odnučali oborjen produkt, ga spirali z CH2Cl2 ter na nuči 
sušili še 15 minut. Dobili smo 584 mg produkta iz F1 ter 37 mg produkta iz F2. 
 
 
4. 1. 4 Sinteza 2-amino-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-cianopiridina (4) 
 
V bučko smo zatehtali spojino 3 (200 mg, 0,609 mmol, 1,00 ekv.) in K2CO3 (421 mg, 3,05 
mmol, 5,00 ekv.) ter dodali DMF (1 mL) in destilirano vodo (1 gtt). Reakcijsko zmes smo 
15 minut prepihovali z argonom ter nato dodali še paladijev(II) acetat (14 mg, 0,061 mmol, 
2-amino-3-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-5-cianopiridin 
IZGLED  svetlo rumen prah 
MOLSKA MASA 328,21 g/mol 
IZKORISTEK REAKCIJE S ČISTO SPOJINO 2: 70,4 % 
Z NEČISTO SPOJINO 2: 62,1 % 
Rf 0,46 
MF: CH2Cl2 : MeOH = 20 : 1 
TALIŠČE 204,2–210,1 °C 
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0,10 ekv.), tri(o-tolil)fosfin (37 mg, 0,12 mmol, 0,20 ekv.) in 2-furan-boronsko kislino 
(102 mg, 0,914 mmol, 1,50 ekv.). Reakcijsko zmes smo čez noč pustili mešati pri 80 °C. 
Naslednji dan smo pod znižanim tlakom uparili topilo ter produkt čistili s kolonsko 
kromatografijo (MF = CH2Cl2 : MeOH = 40 : 1 in po sedmih zbranih frakcijah CH2Cl2 : 
MeOH = 20 : 1). Vzorec smo nanesli kar v suhi obliki. Dobili smo 140 mg čiste frakcije 
F1. 
2-amino-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-cianopiridin 
IZGLED  temno rumen prah 
MOLSKA MASA 315,37 g/mol 
IZKORISTEK REAKCIJE 72,8 % 
Rf 0,46 
MF: CH2Cl2 : MeOH = 20 : 1 
TALIŠČE 159,4–160,6 °C 
 
4. 1. 5 Sinteza 2-amino-3-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina (6) 
 
V bučko smo zatehtali spojino 3 (100 mg, 0,305 mmol, 1,00 ekv.), jo raztopili v DMF (30 
mL) ter dodali NaN3 ( 396 mg, 6,09 mmol, 20,0 ekv.) in NH4Cl (326 mg, 6,09 mmol, 20,0 
ekv.). Reakcijsko zmes smo čez noč mešali in segrevali pri 130 °C. Naslednji dan smo pod 
znižanim tlakom uparili topilo. Produkt smo čistili s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2 
: MeOH : CH3COOH = 7 : 1 : 0,01; nato CH2Cl2 : MeOH : CH3COOH = 4 : 1 : 0,01; nato 
CH2Cl2 : MeOH : CH3COOH = 1 : 1 : 0,01 in nazadnje še MeOH : CH3COOH = 1 : 0,01). 
Zbrane frakcije smo združili v tri frakcije. Produkt iz F1 smo izolirali tako, da smo v bučko 
dolili H2O (5 mL). Produkt je bil prilepljen na steno bučke, zato smo topilo kar 
oddekantirali, produkt sprali še z MeOH (5 mL) ter topilo oddekantirali. Produkt smo nato 
30 minut sušili na črpalki. Dobili smo 23 mg produkta. V bučki s frakcijama F2 in F3 smo 
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dodali H2O ter izvedli kristalizacijo. Zmes smo nato ohladili na sobno temperaturo, zatem 
pa jo še 30 minut hladili na ledeni kopeli. Produkt smo nato odnučali, spirali najprej s H2O, 
nato z MeOH ter sušili 30 minut na črpalki. Iz frakcije F2 smo dobili 15 mg produkta, iz 
frakcije F3 pa 10 mg. 
2-amino-3-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridin 
IZGLED  temno oranžen prah 
MOLSKA MASA 371,23 g/mol 
IZKORISTEK REAKCIJE 42,4 % 
Rf 0,36 
MF: CH2Cl2 : MeOH : CH3COOH = 20 : 1 : 0,01 
TALIŠČE > 340 °C  
 
4. 1. 6 Sinteza 3-vinil-5-cianopiridina (8) 
 
5-bromonikotinonitril (4,72 g, 25,8 mmol, 1,00 ekv.) smo raztopili v DMF (36 mL), dodali 
LiCl (1,31 g, 30,9 mmol, 1,20 ekv.) ter reakcijsko zmes prepihovali z argonom. Po 10 
minutah smo dodali še Pd(PPh3)4 (894 mg, 0,773 mmol, 0,030 ekv.) ter reakcijsko zmes še 
20 minut prepihovali z argonom. Nato smo dodali C14H30Sn (9,00 mL, 30,9 mmol, 1,20 
ekv.) in reakcijsko zmes čez noč mešali in segrevali na oljni kopeli pri 80 °C. Produkt smo 
čistili s kolonsko kromatografijo (MF: heksan : etilacetat = 3 : 1). Dobili smo 2,746 g 
produkta. 
 
 
 
26 
 
3-vinil-5-cianopiridin 
IZGLED  oranžni kristali 
MOLSKA MASA 130,15 g/mol 
IZKORISTEK REAKCIJE 81,2 % 
Rf 0,44  
MF: CH2Cl2 : MeOH = 20 : 1 
TALIŠČE 52,7–53,7 °C 
 
4. 1. 7 Sinteza 3-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)-5-cianopiridina (9) 
 
Spojino 8 (829 mg; 6,37 mmol; 1,00 ekv.), K2CO3 (1,76 g; 12,7 mmol; 2,00 ekv.) in 4-
bromo-3,5-dimetilfenol (1,92 g; 9,55 mmol; 1,50 ekv.) smo raztopili v DMF (60 mL). 
Reakcijsko zmes smo 15 minut prepihovali z argonom in nato dodali še tri-o-tolilfosfin 
(388 mg; 1,27 mmol; 0,20 ekv.) in paladijev(II) acetat (143 mg; 0,637 mmol; 0,10 ekv.). 
Reakcijsko zmes smo tri dni mešali in segrevali pri 140 °C. Izolacijo produkta smo začeli z 
uparevanjem topila pod znižanim tlakom ter suho snov nato raztopili v EtOAc (30 mL). 
Etilacetatno fazo smo prenesli v lij ločnik in dodali H2O (30 mL). Ker so se v obeh fazah 
pred ekstrakcijo pojavili oborjeni delci, smo ju skupaj nevtralizirali z 1 M HCl in nato 
nučali. Oborino na nuči smo spirali s H2O, nato z EtOAc in jo na nuči sušili še 30 minut. 
Dobili smo 0,981 g temno rjavega prahu, za katerega se je kasneje na podlagi rezultatov 
analize 
1
H NMR izkazalo, da ni produkt. Matičnico smo ponovno prelili v lij ločnik in 
izvedli ekstrakcijo. Vodno fazo smo še enkrat ekstrahirali z EtOAc (30 mL), združili 
organski fazi ter ju ekstrahirali z nasičeno raztopino NaCl (20 mL). Organsko fazo smo 
nato sušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter filtratu pod znižanim tlakom uparili topilo. 
Produkt smo nato čistili s kolonsko kromatografijo. Kot MF smo najprej uporabili heksan : 
EtOAc = 3 : 1, postopoma prešli na MF heksan : EtOAc = 2 : 1, nato na heksan : EtOAc = 
1 : 1, nazadnje pa uporabili kar čist EtOAc. Dobili smo 0,334 g rumenega prahu. 
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4. 1. 8 Sinteza  3-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)piridin-5-karboksilne kisline (10) 
 
Spojino 9 (50 mg; 0,20 mmol, 1,0 ekv.) smo raztopili v sveže pripravljeni raztopini NaOH 
v 70% EtOH (10 mg/mL). Reakcijsko zmes smo pustili refluktirati 4 ure in medtem s TLC 
spremljali potek reakcije. Po 4 urah smo bučko ohladili na sobno temperaturo ter reakcijski 
zmesi dodajali 1 M HCl do pH = 5. Bučko smo čez noč pustili v hladilniku. Ker se je 
produkt ponoči oboril, smo ga odnučali čez HPLC filter. Produkt smo nato 2 uri sušili na 
vakuumski črpalki in čez noč pustili v eksikatorju. Izolirali smo 18 mg bež prahu. 
 
 
 
 
4. 1. 9 Sinteza 3-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)piridin-5-amida (11) 
 
3-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)-5-cianopiridin 
IZGLED  rumen prah 
MOLSKA MASA 250,30 g/mol 
IZKORISTEK REAKCIJE 21,0 % 
Rf 0,53 
MF: heksan : EtOAc = 1 : 1 
TALIŠČE 145,3–146,3 °C 
3-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)-5-cianopiridin 
IZGLED  bež prah 
MOLSKA MASA 269,30 g/mol 
IZKORISTEK REAKCIJE 33,5 % 
TALIŠČE > 340 °C 
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Spojino 9 (50 mg; 0,20 mmol; 1,0 ekv.) smo raztopili v DMSO (5 mL). Raztopino smo 
ohladili na ledeni kopeli ter dodali 1 M NaOH (600 µL; 0,60 mmol; 3,0 ekv.) ter 30% 
H2O2 (408 µL; 4,00 mmol; 20,0 ekv.). Reakcijsko zmes smo nato pri sobni temperaturi 
mešali 4 ure. S TLC smo potrdili, da je reakcija potekla. V bučko smo dodali H2O (20 mL) 
ter bučko čez noč postavili v hladilnik. Ker kristali ponoči niso izpadli, smo izvedli 
ekstrakcijo. Vodno fazo smo ekstrahirali z EtOAc (3 x 30 mL). Organske faze smo združili 
in jih ekstrahirali z nasičeno raztopino NaCl (30 mL), jih sušili nad brezvodnim Na2SO4, 
filtrirali ter filtratu uparili topilo. V bučko s produktom smo nato dodali 96-odstotni EtOH 
(3 mL) in jo čez noč pustili v zmrzovalniku. Ponoči so izpadli lepi kristali, ki smo jih 
odnučali čez HPLC filter. Ob spiranju s hladnim 96-odstotnim EtOH smo kristale izgubili 
v matičnico. Zaradi tega smo matičnico skoncentrirali na rotavaporju ter jo čez noč 
ponovno pustili v zamrzovalniku. Ker kristali niso izpadli, smo v bučko dodali H2O (3 mL) 
ter jo čez noč pustili v hladilniku. Naslednji dan smo nastale kristale odnučali čez HPLC 
filter. Dobili smo 25 mg produkta. 
 
 
 
 
  
3-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)-5-cianopiridin 
IZGLED  beli kristali 
MOLSKA MASA 268,31 g/mol 
IZKORISTEK REAKCIJE 46,6 % 
TALIŠČE 214,3–215,3 °C 
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4. 1. 10 Sinteza 5-(4,5-dihidrotiazol-2-il)-3-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)piridina (12) 
 
V konus bučko smo zatehtali spojino 9 (50 mg; 0,20 mmol, 1,0 ekv.) in cisteamin (113 mg; 
1,50 mmol, 7,34 ekv.). Reakcijsko zmes smo 1 uro mešali in segrevali pri 100 °C. Po 
končani reakciji smo v bučko dolili H2O (2 mL) in dodali 1 M HCl do pH = 3 ter tekočino 
odlili v erlenmajerico. Ponovno smo dodali H2O (2 mL) ter ponovili postopek. Združeni 
raztopini smo čez noč pustili v hladilniku, vendar se je ponoči oborilo zelo malo kristalov. 
Nečist produkt, ki je ostal sprijet na steni bučke smo, kolikor se je dalo, raztopili v 96-
odstotnem EtOH (1,5 mL) in s TLC potrdili, da je v bučki prisotno več produkta kot v 
raztopini v erlenmajerici, vendar produkt v bučki ni bil čist, saj je bila prisotna tudi 
izhodna spojina 9. Raztopino produkta v 96-odstotnem EtOH smo mešali in segrevali pri 
80 °C na rotavaporju, da se je produkt popolnoma raztopil. Zmes smo ohladili na sobno 
temperaturo in jo nato za 20 minut postavili v hladilnik ter čez noč v zamrzovalnik. 
Naslednji dan smo nastalo oborino nučali čez HPLC filter ter sprali s hladnim 96-
odstotnim EtOH. Ker smo dobili zelo malo produkta, smo vso oborino ponovno združili z 
matičnico ter uparili topilo. Produkt smo nato čistili s kolonsko kromatografijo. Ker se 
vzorec ni raztopil v CH2Cl2, smo se odločili za suh nanos vzorca. Kot MF smo najprej 
uporabili heksan : EtOAc = 2 : 1, po porabljenih približno 100 mL pa smo uporabili 
heksan  : EtOAc = 1 : 1. Frakcije s produktom smo združili in jim uparili topilo. Dobili 
smo 23 mg produkta. 
3-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)-5-cianopiridin 
IZGLED  svetlo oranžen prah 
MOLSKA MASA 310,11 g/mol 
IZKORISTEK REAKCIJE 37,3 % 
Rf 0,22 
MF: heksan : EtOAc = 1 : 1 
TALIŠČE 177,4–177,9 °C 
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4. 2. Sintezni postopki neuspelih in poskusnih reakcij 
4. 2. 1 Poskus sinteze 2-amino-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-cianopiridina (4) 
 
V bučko smo zatehtali spojino 3 (1,0 ekv.) in kalijev karbonat (5,0 ekv.) ter dodali topilo. 
Reakcijsko zmes smo 15 minut prepihovali z argonom ter nato dodali še katalizator in 2-
furanboronsko kislino (1,2 ekv.). Reakcijsko zmes smo pustili mešati čez noč. 
S spreminjanjem topila, reakcijskih pogojev ter katalizatorja smo želeli odkriti najbolj 
optimalen postopek za sintezo spojine 4 (Tabela 1). 
 
Tabela 1: Optimizacija reagentov in reakcijskih pogojev pri sintezi 2-amino-3-(4-(furan-2-
il)-2,6-dimetilstiril)-5-cianopiridina. 
Naslednji dan smo reakcijski zmesi 4.1 najprej uparili topilo pod znižanim tlakom ter suhi 
snovi dodali MeOH (1 mL). Oborjen produkt smo odnučali in še pol ure sušili na nuči. 
Analizi LCMS in 
1
H NMR sta pokazali, da je produkt prisoten v komaj zaznavni količini. 
Tudi reakcijski zmesi 4.2 smo najprej pod znižanim tlakom uparili topilo, suhi snovi dodali 
CH2Cl2 (2 mL) ter oborjen produkt odnučali. Na nuči je bilo zelo malo oborine. Na podlagi 
lis na TLC-ju smo sklepali, da produkt ni nastal. Oborino iz reakcijske zmesi 4.3 smo 
odnučali in na podlagi TLC-ja ugotovili, da v njej ni produkta. Reakcijski zmesi 4.4 smo 
najprej uparli topilo pod znižanim tlakom ter suhi snovi dodali MeOH (1 mL) in toliko 
31 
 
H2O, da se je kalijev karbonat raztopil. Bučko smo čez noč pustili v hladilniku. Naslednji 
dan smo oborjen produkt odnučali ter spirali s hladnim MeOH. Na nuči je bilo zelo malo 
produkta, saj se je večina produkta nahajala v matičnici. Le to smo združili z matičnico iz 
postopka 4.5. Reakcijski zmesi 4.5 smo najprej dolili H2O (7 mL) in oborjen produkt 
odnučali. Glede na rezultate analize 
1
H NMR smo sklepali, da je produkt sicer nastal, a je 
bil nečist. Ena od primesi pa je bila tudi izhodna spojina 3, zato smo sklenili, da je za večji 
izkoristek sinteze spojine 4 smiselno uporabiti 1,5 ekv. 2-furanburonske kisline. Nekaj 
produkta je bilo tudi v matičnici, zato smo jo združili z matičnico iz primera 4.4 ter 
nadaljevali z izolacijo ter pod znižanim tlakom uparili topilo. Suhi snovi smo nato dodali 
MeOH (5 mL), oborjen produkt pa odnučali. Večina produkta je šla v matičnico. Produkta 
nismo izolirali do konca, matičnico smo shranili. 
4. 2. 2 Poskus sinteze 2-amino-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-
il)piridina 
 
Spojino 4 smo raztopili v DMF (1 mL) in dodali NaN3 in NH4Cl. Reakcijsko zmes smo čez 
noč mešali in segrevali pri 100 °C.  
 
Tabela 2: Optimizacija reagentov in reakcijskih pogojev pri sintezi 
2-amino-3-(4-(furan-2-il)-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina 
Naslednji dan smo v reakcijsko zmes 5.1 dodali destilirano vodo (10 gtt). Oborino smo 
odnučali in jo na nuči sušili še 30 min ter nato še 1 uro na črpalki. Z analizama 
1
H NMR in 
LCMS smo dokazali, da produkt ni nastal, saj je bila v vzorcu prisotna le izhodna spojina 
4. Na podlagi tega smo sklepali, da bi reakcija boljše potekla z več ekvivalenti NH4Cl in 
NaN3, zato smo v reakciji 5.2 dodali 3,0 ekv. obeh reagentov.  
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Postopek izolacije produkta iz reakcijske zmesi 5.2 smo začeli na enak način kot v pri 
reakciji 5.1. Ker smo z analizo 
1
H NMR dokazali, da v oborini na nuči ni produkta, smo 
poskusili z izolacijo iz matičnice. Pod znižanim tlakom smo matičnici uparili topilo in 
produkt nato čistili s kolonsko kromatografijo (MF: CH2Cl2 : MeOH : CH3COOH = 4 : 1 : 
0,01). Združili smo frakcije s produktom in jim uparili topilo pod znižanim tlakom. V 
bučko smo nato dodali malo dietiletra, da bi z njim odstranili morebitne ostanke ocetne 
kisline ter topilo nato oddekantirali. Dobili smo 1 mg trdne snovi. LCMS analiza je 
pokazala, da je bila v vzorcu komaj zaznavna količina produkta. 
Potek reakcije 5.3 smo spremljali s HPLC analizo. Pripravili smo vzorce spojine 4 in 
reakcijske zmesi po 2 urah in 24 urah reakcije. Analiza HPLC je pokazala, da so v vzorcih 
prisotni izhodna spojina in nekaj nečistot, produkt pa ni nastal. Glede na potek ostalih 
poskusov reakcij smo sklepali, da je za normalen potek reakcije potrebno dodati vsaj 3 ekv. 
NaN3 in NH4Cl, zato smo v reakcijsko zmes dodali še dodatne 3 ekv. NaN3 in NH4Cl ter 
čez noč mešali in segrevali pri 150 °C. Naslednji dan smo najprej pod znižanim tlakom 
uparili topilo ter ga nato čistili s pomočjo sistema za flash kolonsko kromatografijo 
Isolera
TM
. Vzorec smo nanesli kar v suhi obliki. Kolono smo najprej spirali z 20 % vodno 
raztopino MeOH, saj smo želeli na ta način raztopiti vzorec, a se ta ni raztopil. Nadaljevali 
smo z gradientno elucijo (začetek: 100 % 0,1 % trifluoroocetne kisline in 0 % ACN). V eni 
uri se je izločila samo izhodna spojina 4. Nato smo nekaj časa nadaljevali spiranje s čistim 
ACN, nato pa postopoma dodajali MeOH. Dobljene frakcije smo združili v štiri različne 
frakcije, jim uparili topilo pod znižanim tlakom ter vzorce posameznih frakcij analizirali z 
analizama
 1
H NMR in LCMS. 
1
H NMR spekter je bil slab, saj vzorci niso bili dobro topni 
v DMSO, LCMS analiza pa je pokazala, da v nobeni frakciji ni bilo produkta.  
Ker reakcija na noben način ni potekla, smo se odločili, da bomo poskusili tvoriti tetrazol 
na spojini 3, ki nima furana, da bi ugotovili, ali na manjšo reaktivnost spojine vpliva 
furanski del molekule. 
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4. 2. 3 Poskus sinteze 2-amino-3-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina 
(6) 
 
Spojino 3 smo raztopili v DMF (1 mL) in dodali NaN3 in NH4Cl. Reakcijsko zmes smo 
mešali in segrevali čez noč. 
 
Tabela 3: Optimizacija reagentov in reakcijskih pogojev pri sintezi 
2-amino-3-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina 
Vzorec reakcijske zmesi iz postopka 6.1 smo najprej analizirali z LCMS. Ta je pokazala, 
da je produkt sicer nastal, vendar ga je bilo približno šestkrat manj kot spojine 3, zato smo 
v reakcijsko zmes dodali še 2 ekv. NaN3 in 2 ekv. NH4Cl ter reakcijsko zmes čez noč 
mešali in segrevali pri 100 °C. Naslednji dan smo z LCMS analizo reakcijske zmesi 
ugotovili, da je sicer nastalo še nekaj produkta, a ne bistveno več. Na podlagi tega smo 
sklepali, da dva dodana ekv. NaN3 in NH4Cl nista bistveno izboljšala poteka reakcije. V 
reakcijsko zmes smo nato dodali še 10 ekv. NaN3 in 10 ekv. NH4Cl ter dodali DMF (10 
mL). Reakcijsko zmes smo čez noč mešali in segrevali pri 130 °C. Na podlagi rezultatov 
analize LCMS smo naslednji dan ugotovili, da sta v vzorcu spojina 3 in spojina 6 v 
razmerju 1 : 1. Zaključili smo, da je za dober izkoristek reakcije potrebno v reakcijsko 
zmes dodati več ekvivalentov NaN3 in NH4Cl. 
V reakcijsko zmes 6.2 smo poleg navedenih reagentov na začetku dodali še ZnBr2. Vzorec 
reakcijske zmesi smo analizirali z LCMS analizo. Ta je pokazala, da je produkt nastal v 
komaj zaznavni količini, zato smo sklepali, da dodatek ZnBr2 ne izboljša poteka reakcije. 
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Reakcijo 6.3 smo nastavili v posebni cevki z zaprtim sistemom in pri tem postopku kot 
topilo uporabili DMF (2 mL). Naslednji dan smo vzorec reakcijske zmesi analizirali z 
LCMS, ki je pokazala, da je nastalo zelo malo produkta. Na osnovi teh rezultatov smo 
sklepali, da višja temperatura pri reakciji in zaprt sistem brez dodanega večjega števila ekv. 
NaN3 in NH4Cl ne izboljšata poteka reakcije. 
4. 2. 4 Poskus sinteze 2-amino-3-(4-bromo-2,6-dimetilstiril)piridin-5-amida (7) 
 
Spojino 7 smo poskusili sintetizirati tako po postopku s kislino kot tudi z bazo. V bučko 
smo zatehtali spojino 3 (10 mg; 0,030 mmol; 1,0 ekv.) in dodali MeOH (1 mL). Reakcijsko 
zmes smo 5 minut mešali na magnetnem mešalu, da se je izhodna spojina 3 čimbolj 
raztopila. Nato smo reakcijski zmesi dodali 1 M NaOH oz. 1 M HCl (1 mL) ter reakcijsko 
zmes mešali in segrevali pri 40 °C. Reakcija glede na TLC po 1 uri ni potekla. Reakcijsko 
zmes smo nato še 1 uro mešali in segrevali pri 90 °C, a reakcija še vedno ni potekla. 
Reakcijsko zmes smo zato pustili mešati in segrevati pri 90 °C še čez noč. Reakcijsko 
zmes smo odnučali in oborino sprali s H2O, jo 30 min sušili na nuči in nato še 1 uro na 
črpalki. Z analizama 
1
H NMR in LCMS smo potrdili, da v oborini ni našega produkta. 
4. 2. 5 Poskus sinteze 3-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)piridin-5-karboksilne kisline (10) 
 
V bučko smo zatehtali spojino 9 (10 mg; 0,040 mmol; 1,0 ekv.), dodali MeOH (1 mL) ter 5 
minut mešali na magnetnem mešalu, da se je spojina 9 čimbolj raztopila. Nato smo dodali 
konc. H2SO4 (0,1 mL) ter reakcijsko zmes 1 uro mešali pri sobni temperaturi. Ker v tem 
času glede na TLC reakcija še ni potekla, smo reakcijsko zmes še 1 uro mešali na sobni 
temperaturi. Reakcija glede na TLC še vedno ni potekla, zato smo jo čez noč mešali in 
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segrevali pri 50 °C. Tudi pri teh pogojih reakcija ni potekla, zato smo reakcijski zmesi 
dodali MeOH (0,5 mL) ter mešali in segrevali pri 90 °C. Reakcija po treh urah glede na 
TLC še vedno ni potekla, zato smo reakcijo pod istimi pogoji pustili potekati čez noč. 
Naslednji dan smo reakcijski zmesi uparili topilo. Z analizo LCMS smo dokazali, da 
produkt ni nastal, zato smo se odločili, da bomo reakcijo naslednjič nastavili pod bolj 
ostrimi pogoji. 
 
V bučko smo zatehtali spojino 9 (10 mg; 0,040mmol; 1,0 ekv.) in dodali zmes konc. 
H2SO4 in H2O v razmerju 1 : 1 (2 mL). Reakcijsko zmes smo čez noč mešali in segrevali 
pri 100 °C. Naslednji dan smo na podlagi analize LCMS ugotovili, da je nastalo veliko 
stranskih produktov, na podlagi česar smo sklenili, da so ti reakcijski pogoji preostri. 
Vseeno smo poskusili izolirati produkt. V bučko smo dodali H2O (10 mL) ter reakcijski 
zmesi dodajali 1 M HCl do pH = 3. Bučko smo čez noč postavili v hladilnik. Ponoči so 
izpadli kristali, ki smo jih odnučali čez HPLC filter, oborino sprali s H2O, na nuči sušili 30 
minut in nato še 1 uro v sušilni pištoli. Ker smo kasneje ugotovili, da je postopek z NaOH 
za nastanek kisline bolj optimalen, se s tem postopkom nismo več ukvarjali.  
Spojino 10 smo poskusili sintetizirati tudi pod nekoliko manj ostrimi reakcijski pogoji. V 
bučko smo zatehtali spojino 9 (10 mg; 0,040mmol; 1,0 ekv.) in dodali zmes konc. H2SO4 
in H2O v razmerju 1 : 2 (2 mL). Reakcijsko zmes smo čez noč mešali in segrevali pri 100 
°C. Analiza LCMS je pokazala nekoliko bolj spodbudne rezultate kot v primeru z bolj 
ostrimi reakcijskimi pogoji, saj je med reakcijo nastalo manj stranskih produktov. V bučko 
smo dodali H2O (10 mL) ter reakcijski zmesi dodajali 1 M HCl do pH = 3. Bučko smo čez 
noč postavili v hladilnik. Ponoči so izpadli kristali, vendar se s to reakcijo nismo več 
ukvarjali, saj smo ugotovili, da je postopek z NaOH za nastanek kisline bolj optimalen. 
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4. 2. 6 Poskus sinteze 3-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)piridin-5-amida (11) 
 
V bučko smo zatehtali spojino 9 (10 mg; 0,040 mmol; 1,0 ekv.), jo raztopili v pirolidinonu 
(3 mL) in dodali Cs2CO3 (20 mg; 0,060 mmol; 1,5 ekv.). Reakcijsko zmes smo čez noč 
mešali in segrevali pri 130 °C. Naslednji dan smo z LCMS analizo ugotovili, da produkt 
najverjetneje ni nastal. Vseeno smo poskusili z izolacijo spojine. V bučko smo najprej 
dodali 10 mL H2O (15 mL) ter bučko postavili v hladilnik. Kristali čez noč niso izpadli. 
Ker bi pirolidinon zaradi visokega vrelišča težko odstranili, smo izolacijo produkta 
opustili. Zaradi težav pri izolaciji, smo se odločili, da bomo našli drug sintezni postopek za 
sintezo želenega produkta.  
4. 2. 7 Poskus sinteze 5-(4,5-dihidrotiazol-2-il)-3-(4-hidroksi-2,6-dimetilstiril)piridina (12) 
 
V bučko smo zatehtali spojino 9 (10 mg; 0,040 mmol; 0,50 ekv.) in cisteamin hidroklord (9 
mg; 0,080 mmol; 1,0 ekv.) ter ju raztopili v MeOH (3 mL). Reakcijsko zmes smo nato 10 
min segrevali pri 80 °C, da so se vsi reagenti raztopili. Nato smo dodali 10 mol % KOH 
(19,3 µL) in čez noč mešali in segrevali pri 80 °C. Naslednji dan smo razvili TLC in 
ugotovili, da produkt ni nastal.  
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5. RAZPRAVA 
5. 1 Mehanizmi in komentarji posameznih reakcij 
5. 1. 1 Bromiranje 6-aminonikotino nitrila 
Bromiranje 6-aminonikotino nitrila je elektrofilna aromatska substitucija. Gre za 
dvostopenjski proces, pri katerem najprej poteče adicija elektrofila na piridinski obroč. Pri 
tem nastane pozitivno nabit intermediat, ki nato vstopa v proces eliminacije, pri kateri 
izstopi H
+
. Adicija poteče bistveno počasneje od eliminacije, zato hitrost celotne reakcije 
določa prva stopnja reakcije. Nesubstituiran piridin ni dovzeten za elektrofilno aromatsko 
substitucijo. Za potek reakcije je potrebna aktivacija piridina z elektrondonorskimi 
skupinami. Ker je v našem primeru izhodna spojina 6-aminonikotino nitril, je piridin 
aktiviran preko amino skupine na mestu šest. Ta usmerja adicijo na orto in para mesto. Ker 
je para mesto zasedeno s ciano skupino, se brom veže na orto mesto, izstopa pa molekula 
HBr. Reakcijo smo izvedli v ocetni kislini, saj ta protonira NH2 skupino na piridinu in ga 
tako aktivira (20).  
 
Slika 12: Mehanizem bromiranja 6-aminonikotinonitrila. 
5. 1. 2. Stillova reakcija 
Stillova sklopitev je reakcija med stananom in halidom oz. pseudohalidom, pri kateri se 
tvori C-C vez. Reakcijo katalizirajo paladijeve spojine. Zaradi dostopnosti stananov, 
njihove stabilnosti ter možnosti dodajanja različnih funkcionalnih skupin gre za pogosto 
uporabljeno reakcijo pri sintezah v organski kemiji. Njeno uporabnost nekoliko omejujeta 
toksičnost stananov in njihova slaba topnost v vodi (21, 22). 
Reakcija poteka v treh stopnjah. Najprej poteče oksidativna adicija organskega halida na 
paladijev kompleks. Nanj se najprej veže organski del molekule, nato pa še halogen, ki je 
prej izstopil iz molekule. Naslednja stopnja je transmetaliranje. Gre za proces, pri katerem 
se zamenjata ligand iz stanana in ligand iz paladijevega kompleksa. Nazadnje poteče še 
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reduktivna eliminacija. S paladijevega kompleksa se sprostita nova liganda in se povežeta s 
kovalentno vezjo. Poleg zgoraj navedenih reagentov smo dodali še LiCl, ki stabilizira 
prehodno stanje med oksidacijsko adicijo in tako pospeši potek reakcije. Hkrati tudi 
poveča polarnost topila in tako poveča hitrost transmetalacije. Kljub številnim pozitivnim 
lastnostim stananov kot reagentov za sklopitvene reakcije pa je njihova slabost tudi težavna 
izolacija produktov, saj jih težko odstranimo iz reakcijske zmesi. Eden izmed načinov je 
dodatek nasičene raztopine KF in filtracija nastale zmesi preko celita, ki smo jo izvedli pri 
izolaciji spojine 2. Pri izolaciji spojine 8 smo ta korak izpustili in spojino takoj čistili s 
kolonsko kromatografijo, vendar smo iz rezultatov 
1
H NMR analize ugotovili, da je bil 
stanan v produtku še vedno prisoten (21, 22).  
 
Slika 13: Mehanizem Stillove reakcije. 
5. 1. 3. Mizoroki-Heckova reakcija 
Mizoroki-Heckova reakcija je reakcija sklopitve aril halida in alkena v prisotnosti 
paladijevega katalizatorja in baze, pri čemer nastane substituiran alken. Reakcija poteka v 
štirih stopnjah. Najprej poteče oksidativna adicija, pri kateri se na paladijev(0) kompleks 
vežeta organski del in halogen iz aril halida. Katalitični cikel se nadaljuje z adicijo alkena 
na kompleks. Nastane alkilpaladijev(II) intermediat, iz katerega nato s hitro eliminacijo β-
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hidrida nastane alken, paladijev katalizator pa se prek reduktivne eliminacije HX obnovi 
do paladij(0) kompleksa (23).  
Paladijev katalizator nastane in situ med reakcijo iz dveh reagentov. Kot vir paladija smo 
pri sintezi spojine 3 uporabili Pd2(dba)3, pri sintezi spojine 9 pa Pd(OAc)2, v obeh 
reakcijah pa smo kot vir ligandov uporabili tri-o-tolilfosfin. Med reakcijo se tvori 
paladijev(0) kompleks z močnimi σ-donorskimi ligandi, ki povečajo elektronsko gostoto 
na Pd ter tako pospešijo proces oksidativne adicije. Za potek Heckove reakcije je potrebna 
tudi baza, ki omogoči redukcijo Pd(II) predkatalizatorja do Pd(0) poleg tega pa s prenosom 
ravnotežja proti Pd(0) omogoči tudi eliminacijo β-hidrida. Pri sintezi spojine 3 smo kot 
bazo uporabili Et3N, pri sintezi spojine 9 pa K2CO3 (23).  
 
Slika 14: Mehanizem Mizoroki-Heckove reakcije. 
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5. 1. 4. Suzuki-Miyaurova reakcija  
Suzuki-Miyaurova reakcija je reakcija sklopitve aril boronske kisline in aril halida oz. 
pseudohalida v prisotnosti paladijevega katalizatorja in baze, pri čemer nastane 
nesimetrični biarilni produkt. Reakcija je zaradi dostopnosti, stabilnosti in nizke toksičnosti 
organoboronskih reagentov, široke palete substituentov na organoboronskih reagentih in 
milih reakcijskih pogojev pogosto uporabljena v organski kemiji. Mehanizem reakcije 
vključuje tri stopnje. Prva izmed njih je oksidativna adicija, pri kateri se na paladijev(0) 
kompleks vežeta halogen in organski del iz aril halida, pri čemer nastane paladijev(II) 
kompleks. Za potek reakcije je potrebna baza, ki omogoči tvorbo intermediata, ki nato 
vstopa v proces transmetalacije. Pri slednji se nukleofilna organska skupina prenese iz 
boronske kisline na paladijev kompleks, na katerem se zamenja s halogenom. Nazadje 
sledi še reduktivna eliminacija, pri čemer se obnovi paladijev katalizator, izstopi pa 
sklopljen produkt (24, 25). 
Reakcijo smo nastavili z različnimi katalizatorji in topili. Zaradi slabe topnosti izhodne 
spojine 3, ki omejuje pozitiven potek reakcije, smo reakcijo nastavili z več različnimi 
kombinacijami topil, pri čemer se je za najbolj optimalno izkazala kombinacija DMF / H2O 
(1 mL DMF in 1 gtt H2O). Z izbrano kombinacijo topil in pod enakimi reakcijskimi pogoji 
smo nato nastavili dve reakciji z različnima katalizatorjema. Pri prvi reakciji smo uporabili 
tetrakis trifenilfosfin paladij, pri drugi pa Pd(OAc)2 in tri-o-tolilfosfin, ki skupaj in situ 
tvorita paladijev katalizator. Glede na rezultate analize LCMS smo ugotovili, da je več 
produkta nastalo pri reakciji s Pd(OAc)2 in tri-o-tolilfosfinom, vseeno pa je bila še vedno 
prisotna tudi izhodna spojina 3, zato smo se odločili, da v nadaljnjih sintezah namesto 1,2 
ekv. dodamo 1,5 ekv. 2-furanboronske kisline.  
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Slika 15: Mehanizem Suzuki-Miyaurove reakcije. 
 
5. 1. 5. Sinteza tetrazola 
Sinteza tetrazola je ena od pomembnejših reakcij v farmacevtski kemiji, saj tetrazol 
predstavlja pogosto uporabljano bioizosterno zamenjavo za karboksilne kisline. Osnovni 
postopek za sintezo tetrazola je določil Finnegan, ki je tetrazol sintetiziral iz nitrila, 
natrijevega azida in amonijevega klorida, kot topilo pa je uporabil DMF. Kljub temu, da je 
s tem postopkom odpravil številne slabe lastnosti predhodno poznanih reakcij, sta kot slabi 
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lastnosti še vedno ostala dolg reakcijski čas reakcije in visoka temperatura, pri kateri 
reakcija poteka. Odkrivanje novih sinteznih postopkov za sintezo tetrazola je zato še vedno 
aktualno. Poznane sintezne postopke na osnovi reakcije med nitrilom in azidom delimo v 
tri skupine: na postopke z uporabo kislega medija, z uporabo Lewisovih kislin in z uporabo 
organokovinskih in organosilikonskih azidov. Pri sintezi naših spojin smo se poslužili 
prvih dveh postopkov. 
Spojino 5 smo poskusili sintetizirali po Finneganovem postopku, ki sodi v skupino reakcij 
z uporabo kislega medija. Predpostavljenih je več mehanizmov, po katerih naj bi potekale 
reakcije med azidom in nitrilom. Za Finneganov postopek naj bi bila značilna Huisgenova 
[2+3] cikloadicija, pri kateri najprej poteče nukleofilni napad azidnega aniona na ogljikov 
atom v nitrilu, nato pa se obroč zapre (26, 27).  
 
Slika 16: Mehanizem [2+3] cikloadicije, povzeto po (26). 
Spojine 5 nismo uspeli sintetizirati tudi s povečevanjem dodane množine reagentov in 
podaljševanjem časa reakcije. Odločili smo se, da bomo poskusili tetrazol tvoriti še na 
spojini 3, ki v strukturi nima furana in na ta način ugotovili, ali na slab potek reakcije 
vpliva njegova prisotnost v molekuli. Pretvorba nitrila v tetrazol v spojini 3 je uspela šele 
ob dodatku 20 ekv. NaN3 in NH4Cl in pri temperaturi 130 °C.  
Spojino 6 smo poskusili sintetizirati tudi po postopku z uporabo Lewisovih kislin. Gre za 
reakcijo med azidom in nitrilom v prisotnosti ZnBr2. Kot topilo navadno uporabljamo 
vodo, mi pa smo zaradi težav s topnostjo spojine kot toplo uporabili DMF. V principu gre 
za koordinacijo nitrila preko Lewisovih struktur ter njegovo aktivacijo preko napada 
azidnega aniona (26, 27, 28).  
5. 1. 6. Sinteza kisline 
Pri hidrolizi nitrila se najprej tvori amid, ki se nato pretvori še do karboksilne kisline. 
Poteka lahko tako pod bazičnimi kot tudi kislimi pogoji (29).  
Spojino 10 smo najprej poskusili sintetizirati s kislinskim postopkom s kombinacijo konc. 
H2SO4 in MeOH. Nastavili smo več reakcij z različnimi razmerji konc. H2SO4 in MeOH, 
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različnimi reakcijskimi temperaturami in različnimi časi reakcije. Ker nam kljub temu 
sinteza spojine 10 po tem postopku ni uspela, smo se osredotočili na postopek z bazo. 
Uporabili smo postopek z NaOH v 70 % EtOH in reakcija je potekla do želenega produkta. 
5. 1. 7. Sinteza amida 
Pretvorba nitrila v amid je velikokrat težavna reakcija, saj pretvorba do amida poteka 
počasi, amid pa se nato hitro pretvori v kislino. Ena od najpogosteje uporabljanih in najbolj 
enostavnih reakcij za pretvorbo nitrila v amid je sinteza po kislem ali bazičnem postopku. 
Za sintezo amidov je izbira teh reagentov velikokrat neustrezna, saj pod tako ostrimi pogoji 
pogosto pride do nastanka kisline. Z namenom najti najbolj optimalen predpis reakcije smo 
preizkusili več različnih postopkov sintezo amida (29, 30).  
Najprej smo poskusili s Cs2CO3 in kot topilo uporabili pirolidinon. Reakcija naj bi potekala 
v dveh korakih. Najprej se z nukleofilno adicijo karbonata na ciano skupino tvori 
intermediat, ki se nato preko dekarboksilacije pretvori v cezijev benzimidat. Ta se nazadnje 
pretvori do amida. V literaturnem viru je bilo navedeno, da naj bi pretvorba nikotinonitrila 
do nikotinamida potekla kar s 75-odstotnim izkoristkom. V našem poskusu reakcija po 
predvidenem času (2 h) še ni potekla, zato smo čas reakcije podaljšali na 24 h, vendar tudi 
v tem času glede na rezultat LC-MS analize reakcija ni potekla. Zaradi neugodnega 
razpleta reakcije in visokega vrelišča priolidinona, ki bi oteževalo izolacijo produkta, smo 
se odločili za drugačen postopek sinteze amida (30).  
Amid nam je uspelo sintetizirati po postopku z 1 M NaOH in 30-odstotnim H2O2 v DMSO. 
Predviden mehanizem reakcije je nukleofilni napad aniona HOO
- 
na ogljik v ciano skupini. 
Prednost te reakcije je, da poteče že pri sobni temperaturi (31).  
5. 1. 8. Sinteza tiazolina 
Sinteza tiazolina poteka med cisteaminom in ciano skupino na spojini 9. Reakcija se začne 
z aktivacijo nitrila z elektrofilom in nadaljuje z nukleofilnim napadom cisteamina. 
Reakcijo smo najprej nastavili s cisteamin hidrokloridom in v prisotnosti KOH (20 mol%), 
vendar glede na rezultate TLC reakcija ni potekla. Odločili smo se za postopek s 
cisteaminom brez dodatka baze. Reakcija poteka brez dodanega topila. Cisteamin ima 
namreč tališče pod temperaturo, pri kateri poteka reakcija, zato se je med reakcijo raztopil 
in nastala je viskozna reakcijska zmes. Da bi dosegli primerno količino viskozne zmesi za 
potek reakcije, smo dodali kar 7,34 ekv. cisteamina (32).  
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Slika 17: Sinteza tiazolina. 
 
5. 2 Rezultati in vrednotenje bioloških testiranj 
Zaviralno aktivnost sintetiziranih spojin na encimih Mur C-F smo ovrednotili s testom z 
barvilom malahit zeleno. Encimi MurC-F katalizirajo reakcije pripenjanja aminokislin na 
UDP-substrat, pri čemer iz ATP molekule nastajata ADP in anorganski fosfat. Test temelji 
na spektrofotometrični kvantifikaciji kompleksa med fosfatom in barvilom malahit zeleno 
pri valovni dolžini 650 nm. Če je v vzorcu dodan zaviralec ligaz Mur, se zmanjša 
katalitična aktivnost encima. Posledica tega je manj prostega anorganskega fosfata in 
absorbanca je nižja. Rezultati testa so podani kot rezidualna aktivnost (RA), ki podaja 
razmerje med aktivnostjo encima v prisotnosti in odsotnosti njegovega zaviralca (19).  
Ob osnovanju teme magistrske naloge smo načrtovali sintezo spojine 5, ki smo ji želeli 
opredeliti zaviralno aktivnost ter jo nato primerjati z zaviralno aktivnostjo spojine vodnice. 
Izvedeti smo namreč želeli, ali bi dodana amino skupina na piridinu res prispevala k vezavi 
učinkovine v ATP vezavno mesto. Kljub številnim poskusom izvedbe reakcije nam spojine 
5 ni uspelo sintetizirati, zato smo se odločili, da bomo zaviralno aktivnost določili 
spojinama 3 in 6, ki sta ravno tako iz serije sintetiziranih 2-aminopiridinskih zaviralcev. 
Pričakovali smo, da bo večjo zaviralno aktivnost encima izkazala spojina 6, saj ima večji 
del ohranjene strukture spojine vodnice, a se je izkazalo ravno obratno. Spojina 3 je imela 
zelo šibko zaviralno aktivnost na vseh štirih encimih, medtem ko je bila spojina 6 
neaktivna. Pri testu na encimu MurC je spojina 6 sicer izkazala 60 % RA,vendar se je 
spojina v vzorcu obarjala. Obarjala se je tudi pri testu na encima MurE in MurF, pri katerih 
zaradi obarjanja v vzorcu sploh nismo mogli določiti zaviralne aktivnosti. Tu se je 
ponovno kot velik problem pokazala zelo slaba topnost 2-aminopiridinskih spojin v večini 
uporabljenih topil. Zaradi obarjanja v vzorcu je vprašljiva verodostojnost dobljenh 
rezultatov. Za spojino 3 smo izvedli še test za IC50, vendar so bili rezultati nelinearni in 
zato neustrezni. Sklepali smo, da je razlog za to slaba topnost spojine. Dobljene rezultate 
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smo primerjali z rezultati bioloških testiranj piridinskega derivata spojine 6, ki je sicer 
izkazala šibko zaviralno aktivnost, vendar je Hillov koeficient nakazoval na možnost 
nespecifičnih interakcij. Naši rezultati sicer na prvi pogled delujejo slabši, vendar je 
vzporednice težko povleči, saj spojine niso bile testirane pri enakih koncentracijah. Zaradi 
tega na podlagi rezultatov bioloških testiranj ne moremo opredeliti, katera spojina je boljši 
zaviralec. Lahko pa na osnovi rezultatov zaključimo, da naša predpostavka o vezavi 2-
aminopiridinskih spojin v ATP vezavno mesto ligaz MurC-F najverjetneje ne drži in da se 
spojine verjetno vežejo po drugačnem mehanizmu. Predpostavili smo namreč, da bi se 
zaviralna aktivnost 2-aminopiridinskih derivatov bistveno izboljšala, če bi se ti v ATP 
vezavno mesto vezali kot smo predvidevali ob načrtovanju spojin. 
SPOJINA STRUKTURA 
RA (%) 
500 µM 
MurC 
RA (%) 
500 µM 
MurD 
RA (%) 
500 µM 
MurE 
RA (%) 
500 µM 
MurF 
3 
 
80 % 65 % 58 % 60 % 
6 
 
60 % 
se obarja 
100 % 
Se 
obarja 
Se 
obarja 
Tabela 4: Rezultati bioloških testiranj za spojini 3 in 6. 
Drugi del magistrske naloge je zajemal sintezo 3,5-dimetilfenolnih derivatov spojine 
vodnice. Spojino vodnico smo modificirali na furanskem in tetrazolnem delu molekule 
hkrati. Pri izbiri novih funkcionalnih skupin smo upoštevali rezultate predhodnih bioloških 
testiranj, na katerih smo ugotovili, da furan ni bistven za vezavo v aktivno mesto, tetrazol 
pa je najboljše nadomestil amid. Namesto furana smo tako vključili hidroksilno skupino, 
tetrazol pa smo zamenjali z amidom, karboksilno kislino in 4,5-dihidrotiazolom. Na ta 
način smo želeli ovrednotiti pomen dodanih funkcionalnih skupin na zaviralno aktivnost 
encima. Vse tri spojine so se izkazale za neučinkovite, saj je bila njihova rezidualna 
aktivnost večja od 90 %. Na podlagi rezultatov lahko sklenemo, da se spojine brez 
furanskega obroča in spojine, ki v strukturi vsebujejo furanski obroč, v vezavno mesto 
vežejo na drugačen način. Poleg tega lahko zaključimo, da funkcionalne skupine, s 
katerimi smo modificirali tetrazolni del molekule, neugodno vplivajo na vezavo teh 
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molekul v ATP vezavno mesto. Zaradi navedenih dejstev bi bilo potrebno ponoviti SAR na 
nitrilnem delu molekule. 
SPOJINA STRUKTURA 
RA (%) 
100 µM 
MurD 
10 
 
96 % 
11 
 
93 % 
12 
 
93 % 
Tabela 5: Rezultati bioloških testiranj spojin 10, 11 in 12. 
  
47 
 
6. ZAKLJUČEK 
Na tržišču še ni klinično uporabne protibakterijske učinkovine, ki bi zavirala delovanje 
citoplazemskih ligaz Mur. Te so kot tarča antibiotikov še razmeroma neizkoriščene, vendar 
se razvoj novih protimikrobnih učinkovin zaradi vse večje rezistence bakterij vse bolj 
usmerja tudi na to področje. Tako so sintetizirali že veliko potencialnih tovrstnih spojin, ki 
pa večinoma niso izkazale ustrezne protibakterijske aktivnosti. Slabost številnih tovrstnih 
spojin je namreč slabo prehajanje citoplazemske membrane, kar onemogoča, da bi se 
učinkovine približale svojim tarčnim encimom, če pa učinkovina vstopi v celico, obstaja 
nevarnost, da jo bodo izlivne črpalke hitro izločile iz bakterijske celice. Ena od možnih 
razlag je tudi možnost, da je encim konformacijsko zelo fleksibilen in je zato in vivo v 
drugačni konformaciji, kot je bilo predpostavljeno med načrtovanjem spojine. 
Raziskovanje in načrtovanje novih zaviralcev citoplazemskih ligaz MurC-F tako še vedno 
predstavljata velik izziv ter imata velik raziskovalni potencial, saj je hkrati potrebno iskati 
tudi rešitev za navedene ovire. 
Sintetizirali smo dve različni skupini potencialnih zaviralcev ligaz MurC-F, 2-
aminopiridinske in 3,5-dimetilfenolne. Osnovni načrt je bila sinteza 2-amino-3-(4-(furan-2-
il)-2,6-dimetilstiril)-5-(1H-tetrazol-5-il)piridina, vendar nam to ni uspelo, saj ciano skupine 
nismo uspeli pretvoriti v tetrazol. Tekom celotne sinteze 2-aminopiridinskih spojin smo 
imeli težave z njihovo topnostjo, zato smo veliko časa posvetili tudi iskanju rešitev za 
izboljšanje topnosti. Med sintezo 3,5-dimetilfenolnih spojin smo naleteli na manj težav, 
smo pa tudi pri teh spojinah opazili slabšo topnost v uporabljenih topilih. 
Sintetizirane spojine smo ovrednotili na podlagi rezultatov bioloških testiranj. Pričakovali 
smo, da bo dodana amino skupina na piridinu na spojini vodnici izboljšala zaviralno 
aktivnost spojine, vendar se je izkazalo, da temu ni tako, saj so bile sintetizirane spojine 
skoraj popolnoma neaktivne, spojina 6 pa se je poleg tega med testiranjem obarjala. Na 
osnovi dobljenih rezultatov smo sklepali, da se 2-aminopiridinske spojine v ATP vezavno 
mesto najverjetneje ne vežejo po predpostavljenem mehanizmu. Zaradi različnih 
koncentracij spojin pri testiranju in obarjanja 2-aminopiridinskih derivatov med testiranjem 
pa ne moremo zagotovo potrditi, ali so boljši zaviralci piridinski ali 2-aminopiridinski 
derivati spojine vodnice. 3,5-dimetilfenolne spojine smo načrtovali na podlagi rezultatov 
predhodnih bioloških testiranj, na katerih smo ugotovili, da furan ni bistven za vezavo v 
aktivno mesto, tetrazol pa je najboljše nadomestil amid. Tudi te spojine so bile skoraj 
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popolnoma neaktivne, na podlagi česar smo sklepali, da se spojine brez furanskega obroča 
in spojine, ki v strukturi vsebujejo furanski obroč, v vezavno mesto vežejo na drugačen 
način ter da izbrane funkcionalne skupine za modifikacijo tetrazola neugodno vplivajo na 
vezavo v ATP vezavno mesto. 
Ligaze MurC-F so neizkoriščene tarče za razvoj novih protibakterijskih učinkovin in 
predstavljajo pomemben raziskovalni potencial v prihodnosti. Na podlagi rezultatov 
testiranj se je pojavilo vprašanje o smiselnosti nadaljnjega raziskovanja 2-aminopiridinskih 
zaviralcev ligaz Mur, saj se najverjetneje ne vežejo v ATP vezavno mesto na 
predpostavljen način. Smiselno pa bi bilo ponovno določiti SAR na nitrilnem delu 
molekule.  
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7. REZULTATI ANALIZ 
 
1 (FTD-1) 
1
H NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
7.35 (s, 2H, NH2), 8.21 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H-Ar), 8.37 (d, J = 
1.9 Hz, 1H, H-Ar) 
IR (ATR)  ν [cm
-1
] 3363, 3301, 3130, 2226, 1635, 1589, 1528, 1489, 1401, 1342, 
1272, 1185, 1059, 1035, 895, 753, 693, 573 
 
2 (FTD-2) 
1
H NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
5,37 (dd, J = 11.1 Hz, 0.9 Hz, 1H, CH2=CH), 5,85 (dd, J = 17.2 
Hz, 0.9 Hz, 1H, CH2=CH), 6,78 (dd, J = 17.2 Hz, 11.0 Hz, 1H, 
CH2=CH), 7,09 (s, 2H, NH2), 7,97 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-Ar), 
8,29 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-Ar) 
13
C NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
95.59, 116.30, 117.59, 118.80, 129.85, 135.31, 152.02, 158.78 
IR (ATR)  ν [cm
-1
] 3409, 3331, 3123, 2704, 2216, 1844, 1654, 1592, 1546, 
1482,1412, 1352, 1282, 1223, 1133, 1056, 989, 911, 788, 732, 
701, 511 
HRMS 146,0713 [M+H
+
] 
izračunana za C8H7N3: 145,0640 
MS-ESI 143,9 [M-H
+
] 
izračunana za C8H7N3: 145,1 
HPLC tR = 2,013 min 
98,43 % (254 nm) 
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3 (FTD-3) 
1
H NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
2,32 (s, 6H, 2 x CH3), 6,75 (d, J = 16.2 Hz, 1H, CH= CH-
Piridin), 7,10 (s, 2H, 2 x H-Ar), 7,14 (d, J = 16.2 Hz, CH=CH-
Piridin), 7,31 (s, 2H, NH2), 8,18 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-Ar),  8,31 
(d, J = 2.0 Hz, 1H, H-Ar) 
13
C NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
20.47, 95.75, 116.06, 118.86, 119.67, 126.99, 128.57, 130.14, 
135.16, 138.67, 151. 82, 158.87 
IR (ATR)  ν [cm
-1
] 3435, 3114, 2220, 1659, 1591, 1545, 1486, 1466, 1418, 1378, 
1282, 1248, 1218, 1191, 1041, 960, 875, 849, 837, 768, 729, 708, 
586, 550, 521 
HRMS 326,0298 [M-H
+
] 
izračunana za C16H14BrN3: 327,0371 
MS-ESI 325,8 [M-H
+
] 
izračunana za C16H14BrN3: 327,0 
 
 
4 (FTD-4) 
1
H NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
2,39 (s, 6H, 2 x CH3), 6,60 (q, J = 1,5 Hz, 1H, CH (Furan)), 6,79 
(d, J = 16.1 Hz, 1H, CH= CH-Piridin), 6,93 (d, J = 3,2 Hz, 1H, 
CH (Furan)), 7,11 (s, 2H, NH2), 7,22 (d, J = 16.1 Hz, 1H, 
CH=CH-Piridin), 7,45 (s, 2H, 2 x H-Ar), 7,74 (d, J = 1.5 Hz, 1H, 
CH (Furan)), 8,18 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-Ar), 8,31 (d, J = 2.0 Hz, 
1H, H-Ar) 
13
C NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
20.47, 95.78, 105.79, 112.11, 116.07, 118.92, 122.86, 126.46, 
128.58, 129.25, 130.14, 134.99, 136.69, 142.76, 151.67, 152.96, 
158.89 
IR (ATR)  ν [cm
-1
] 3420, 3323, 3121, 2224, 2113, 1991, 1646, 1592, 1548, 1471, 
1414, 1285, 1212, 1134, 1018, 966, 911, 871, 829, 774, 734, 678, 
621, 522 
HRMS 316,1444 [M+H
+
] 
izračunana za C20H17N3O: 315,1372 
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MS-ESI 313,9 [M-H
+
] 
izračunana za C20H17N3O: 315,1 
HPLC tR = 4,143 min 
92,45 % (254 nm) 
 
 
6 (FTD-6) 
1
H NMR 
(400 MHz; DMSO) 
2,36 (s, 6H, 2 x CH3), 6,78 (s, 2H, NH2), 6,87 (d, J = 16.2 Hz, 
1H, CH= CH-Piridin), 7,08 (d, J = 16.2 Hz, 1H, CH=CH-
Piridin), 7,34 (s, 2H, 2 x H-Ar), 8,34 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-Ar), 
8,58 (s, 1 Hz, 1H, NH), 16,36 (bs, 1H, tetrazol-H) 
13
C NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
20.52, 109.11, 116.13, 119.65, 127.56, 128.26, 130.19, 131.18, 
135.89, 136.64, 146.56, 153.47, 158.55 
IR (ATR)  ν [cm
-1
] 3396, 3084, 2230, 2119, 2048, 2016, 1998, 1984, 1970, 1945, 
1898, 1660, 1597, 1555, 1443, 1420, 1362, 1315, 1287, 1253, 
1218, 1131, 1026, 999, 964, 930, 908, 876, 853, 834, 754, 734, 
692, 655, 578, 562, 547, 525, 515 
HRMS 369,0469 [M-H
+
] 
izračunana za C16H15BrN6: 370,0542 
MS-ESI 368,9 [M-H
+
] 
izračunana za C16H15BrN6: 370,1 
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8 (FTD-8) 
1
H NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
5,56 (d, J = 11.0 Hz, 1H, CH2=CH), 5,93 (d, J = 17.6 Hz, 1H, 
CH2=CH), 6,72 (dd, J = 17.6 Hz, 11.0 Hz, 1H, CH2=CH), 7,98 (t, 
J = 2.1 Hz, 1H, H-Ar ), 8,76 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-Ar), 8,81 (d, J 
= 2.1 Hz, 1H, H-Ar) 
IR (ATR)  ν [cm
-1
] 3048, 2958, 2233, 2164, 2113, 2047, 2016, 1987, 1948, 1879, 
1655, 1631, 1593, 1561, 1412, 1339, 1314, 1289, 1258, 1227, 
1152, 1047, 1022, 994, 963, 937, 904, 718, 700, 670, 560, 540, 
509 
HRMS 131,0604 [M+H
+
] 
izračunana za C8H6N2: 130,0531 
MS-ESI 131,0 [M+H
+
] 
izračunana za C8H6N2: 130,1 
HPLC tR = 2,457 min 
97,55 % (254 nm) 
 
9 (FTD-9) 
1
H NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
2,29 (s, 6H, 2 x CH3), 6,52 (s, 2H, 2 x H-Ar), 6,65 (d, J = 16.7 
Hz, 1H, CH= CH-Piridin), 7,48 (d, J = 16.7 Hz, 1H, CH=CH-
Piridin), 8,62 (t, J = 2.0 Hz, 1H, H-Ar ), 8,86 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 
H-Ar), 8,81 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-Ar), 9,37 (s, 1H, OH) 
13
C NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
21.12, 109.17, 115.03, 117.08, 126.34, 131.32, 133.69, 135.61, 
137.64, 150.08, 151.24, 156.31 
IR (ATR)  ν [cm
-1
] 3058, 2236, 2086, 1577, 1472, 1418, 1377, 1305, 1197, 1136, 
1026, 968, 898, 852, 735, 691, 629, 581, 521 
HRMS 251,1179 [M+H
+
] 
izračunana za C16H14N2O: 250,1106 
MS-ESI 248,9 [M-H
+
] 
izračunana za C16H14N2O: 250,1 
HPLC tR = 9,820 min 
49,78 % (254 nm) 
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10 (FTD-10.5) 
1H
NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
2,26 (s, 6H, 2 x CH3), 6,45 (s, 2H, 2 x H-Ar), 6,67 (d, J = 16.7 
Hz, 1H, CH= CH-Piridin), 6,73 (d, J = 16.7 Hz, 1H, CH=CH-
Piridin), 8,21 (s, 1H, H-Ar), 8,35 (t, 1H, J = 2.9 Hz, H-Ar), 8,83 
(s, 1H, H-Ar ), 9,22 (s, 1H, OH) 
13
C NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
6.12, 21.09, 113.48, 114.92, 115.21, 128.32, 128.85, 129.31, 
131.24, 132.77, 156.07, 156.42 
IR (ATR)  ν [cm
-1
] 3098, 2229, 2193, 2147, 2065, 2047, 2028, 1996, 1977, 1928, 
1593, 1472, 1061, 965, 780, 688, 666, 574, 518 
HRMS 270,1125 [M+H
+
] 
izračunana za C16H15NO3: 269,1052 
MS-ESI 267,8 [M-H
+
] 
izračunana za C16H15NO3: 269,1 
HPLC tR = 2,773 min 
65,95 % (254 nm) 
 
 
11 (FTD-12) 
1
H NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
2,29 (s, 6H, 2 x CH3), 6,51 (s, 2H, 2 x H-Ar), 6,68 (d, J = 16.7 
Hz, 1H, CH= CH-Piridin), 7,36 (d, J = 16.7 Hz, 1H, CH=CH-
Piridin), 7,65 (s, 1H, H-Ar ), 8,21 (s, 1H, H-Ar), 8,40 (s, 1H, H-
Ar), 8,86 (d, J = 11.0 Hz, 2H, CONH2), 9,32 (s, 1H, OH) 
13
C NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
21.15, 115.00, 126.68, 127.91, 129.57, 131.05, 133.18, 137.46, 
147.10, 150.06, 156.13, 166.52 
IR (ATR)  ν [cm
-1
] 2953, 2342, 2232, 2168, 2135, 2090, 2047, 2015, 1962, 1943, 
1885, 1663, 1581, 1472, 1378, 1310, 1196, 1144, 1027, 1004, 
971, 931, 834, 774, 737, 697, 657, 615, 581, 541, 526, 505 
HRMS 309,1067 [M+H
+
] 
izračunana za C18H16N2OS: 308,0983 
MS-ESI 266,9 [M+H
+
] 
izračunana za C16H16N2O2: 268,1 
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HPLC tR = 1,910 min 
77,48 % (254 nm) 
 
12 (FTD-11.2) 
1
H NMR 
(400 MHz; DMSO-d6) 
2,29 (s, 6H, 2 x CH3), 3,52 (d, J = 8.4 Hz, 2H, CH2), 4,43 (d, J = 
8.4 Hz, 2H, CH2)6,51 (s, 2H, 2 x H-Ar), 6,71 (d, J = 16.7 Hz, 1H, 
CH= CH-Piridin), 7,38 (d, J = 16.7 Hz, 1H, CH=CH-Piridin), 
8,24 (t, J = 2.0 Hz, 1H, H-Ar), 8,78 (s, 1H, H-Ar ), 8,93 (s, 1H, 
H-Ar ), 9,33 (s, 1H, OH) 
13
C NMR  
(400 MHz; DMSO-d6) 
21.10, 33.35, 64.95, 114.94, 126.62, 127.68, 129.89, 131.55, 
133.46, 137.49, 146.71, 149.71, 156.13, 164.18 
IR (ATR)  ν [cm
-1
] 2948, 2152, 2037, 1949, 1604, 1578, 1475, 1378, 1312, 1258, 
1198, 1142, 1025, 999, 972, 929, 902, 882, 840, 774, 697, 632, 
579, 514 
HRMS 269,1285 [M+H
+
] 
izračunana za C16H16N2O2: 268,1212 
HPLC tR = 4,910 min 
93,16 % (254 nm) 
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8. PRILOGA: OZNAKE SPOJINNapaka! Zaznamek ni definiran. 
OZNAKA SPOJINE 
V MAGISTRSKI NALOGI 
OZNAKA SPOJINE V 
LABORATORIJSKEM DNEVNIKU 
1 FTD-1 
2 FTD-2 
3 FTD-3 
4 FTD-4 
6 FTD-6 
8 FTD-8 
9 FTD-9 
10 FTD-10.5 
11 FTD-12 
12 FTD-11.2 
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